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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zux Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalien sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemaB 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte erméglichen auch der Redaktion eine raschere Priifwng als schwer 
leserliche und kénnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte Arbeiten sowie Referate iiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. ‘ole 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1'/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezng auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite). Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 
fehlen, ebenso alle Vornamen, wenn eine Verwechselung nicht in Frage kommt. 

















Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
VI. Mitteilung.’) 


Die Beziehungen zwischen Pufferungskapazitat und Verdauungs- 
fahigkeit verschiedener Pepsinpraparate. 


Von 


A. N. Adowa und J. A. Smorodinzew. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie der 2. Moskauer Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6, Juni 1930.) 


Die Pufferungskapazitaét 7 einer Lésung wird durch die iqui- 
valente Menge Siure (bzw. Alkali) gemessen, die pro Liter not- 
wendig ist, um eine Verschiebung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf p, = 1 zu bewirken.’) 

Pepsin verdaut EiweiB in stark saurem Milieu, deshalb miissen 
die Pepsinlésungen stets eine mehr oder weniger bedeutende 
Menge Saure von niedrigem p,, (1,2—1,4) enthalten. Um in gleich- 
artigen Lésungen eine Verschiebung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf p, = 1 nach der sauren Seite hin hervorzurufen, mub 
man sehr viel Saure hinzufiigen, eine Tatsache, der jedoch kaum 
irgendwelches praktisches oder theoretisches Interesse zukommt. 

Eine andere Sache ist es jedoch, eine Verschiebung der 
Wasserstoffionenkonzentration in Pepsinlésungen nach der alka- 
lischen Seite hin zu schaffen unter der Einwirkung dieser oder 
jener aquivalenten NaOH-Menge. Der Grad des Widerstandes 
des Praparates ‘gegen eine Verschiebung des p,, seiner Lésung 
nach der alkalischen Seite hin, dient als Indicator seiner Fihig- 
keit EiweiB zu verdauen. 

In dieser Richtung sind wir berechtigt, a priori einen ver- 
schiedenen Grad der Bestaindigkeit des p,, in Beziehung zum 





1) V. Mitteilung: Diese Z. 189, 165 (1930). 
*) Tiufel u. Wagner, Koll. Z. 40, 176 (1926). 
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Alkali -u crwarten, entsprechend seiner verschiedenen Aktivitit, 
nachdem un: 2u beweisen gelang’), daB je aktiver das Priparat 
ist, es desto mehr HCl zur Erreichung ein und desselben p,, 
binden kanu. 


Untersuchungsmethodik. 


Wir nahmen einige unserer Pepsinpraiparate*) verschiedener 
Aktivitit und fertigten aus ihnen 1°/,ige Lésung in HCl an, 
wobei die HCl von verschiedener Konzentration war, jedoch derart 
berechnet (in Vorversuchen), dab das p,, der Lésung die gleiche 
war. Zum Vergleich wurde eine Pufferlésung nach Clark’) aus 
HCl und KCl bei gleichem p,, hergestcllt; darauf wurde allen 
Lésungen eine genau abgemessene Menge 2 n-HCl und 2n-NaOH 
hinzugefiigt, und jedesmal eine elektrometrische Messung des p,, 
vorgenommen. 














Tabelle I. 
Nr. der | Aquivalente | Clarksches Nr. der Fermente 
Proben |Siiuremenge | Gemisch | — 9 7 | 21 A 
1 _ 1,39, 141, | 1,89, 1,44, 
2 0,005 1,32, 1,34, | 1,81, 1,43, 
3 0,01 1,29, 124, | 41,27, 1,38, 
4 0,02 1,24, 1,20, | 41,17, 1,29, 
5 0,04 1,20, 1,08, | 1,08 1,17, 
6 0,06 1,13, 0,96, | 1,05 1,08, 
7 0,08 1,06, 0,93, | 0,91, 0,87, 
8 0,10 0,98, 0,91, 0,91, 0,87, 














Aus Tab. I ist unschwer zu ersehen, daB in bezug auf Saiure 
alle 3 Fermente ein nur um ein ganz wenig geringeres Pufferungs- 
vermégen besitzen wie der Puffer nach Clark. Tatsichlich 
miissen, um eine Verschiebung des p,, um 0,2 zu bewirken, zur 
Pufferlésung 0,04 iquivalentes HCl und zu allen Fermenten je 
0,02 hinzugefiigt werden; zwecks Herabsetzung des p,, um 0,5 
erfordert die Pufferlésung 0,1 faquivalente HCl, jedoch alle 
3 Fermente je 0,08 aquivalente Salzsiure. Vollstindig andere 
Beziehungen zeigt die Tab. I]. Die Pufferungskapazitait der 
Clarkschen Pufferlésung und des Pepsins Nr. 21 entsprechen 


1) Diese Z. 177, 187 (1928). 
%) A. a. O. 
’) The determination of hydrogen ions. Baltimore, I, 1923. 
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0,04 aquivalenter NaOH, fiir Nr. 2 ist sie gréBer und fir Nr. 3 
liegt sie unterhalb dieser GréBe. In der Tat wissen wir, daB 
Pepsin Nr. 2 von hoher Aktivitit im Vergleich zu der relativ 
schwachen von Nr. 3 ist. Pepsin Nr. 21 nimmt eine Zwischen- 
stellung ein. Noch plastischer wird die Verschiedenheit der Puffe- 
rungskapazitat durch die Kurvenkriimmung dargestellt (Fig. 1): 
Tabelle IL. 














Nr. der | Aquivalente | Clarksches Nr. der Fermente 

Proben Alkalimenge Gemisch a 9 ss % 04 is a 8 . 
1 — 1,39, | 1,39, | 1,44, 
2 0,005 1,40 im | «616m 6 |Ct 8, 
3 0,01 1,53, 1,48, | 1,45 1,74 
4 0,02 1,58, a -| ia 2,01 
5 0,04 2,55, 204 | 24%, 9,46 
6 0,06 10,6 394, | 9,80 | 10,65 
7 0,08 12,19 8,35 | 11,45 10,70 
8 0,10 12,60 9,44 | 12,11 11,63 





die Clarksche Pufferlésung und Pepsin Nr. 21 zeigen die Kriim- 
mung bei 0,06 dquivalentem Alkali, Nr. 3 bei 0,04 aquivalentem 

















. Puffer 
N24 
AN3 
10 
N2 
5 
4 FS oonseeeee eos 20? : 
HCl 002 0.0 002 0.06 01 NaOH 





Fig 1. Die Pufferungskapazitat der Ferm. Nr. 2, 3 und 21. 


und Nr. 2 erst bei 0,08 aquivalentem Alkali. Hieraus ist deutlich 
ersichtlich, daB in bezug auf die Pufferungskapazitit Pepsin Nr. 2 
13* 
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den Clarkschen Puffer und die beiden zu vergleichenden Fer- 
mente Nr. 3 und Nr. 21 iibertrifft. Auch in bezug auf die 
Aktivitat zeigt sich Pepsin Nr. 2 wirksamer als die Fermente 
Nr. 3 und Nr. 21 (Tab. VI). 

Wenn man zur Auflésung von Pepsin Nr.2 etwas mehr 
Saizsiure nimmt (0,072 n. statt 0,066 n.), so erhalten wir bei 
Hinzufiigung ein und derselben fAgquivalenten Saure- und Alkali- 
menge ein etwas geringeres p,,, jedoch der Ort der Kurven- 
kriimmung bleibt bei 0,08 aquivalentem Alkali (Tabb. III und IV). 


Tabelle III. 












































sal nt Nr. 2, aufgelést i 
Ne. der lnsivataute Ferment wie | hon gelést in 
Proben Siiuremenge 0,086 n. | 0,072 n. 
1 ~_ 1,41, | 1,27, 
9 0,005 1,34, | 1,22 
3 0,01 1,24, ! 1,22 
4 0,02 1,20, 1,19 
5 0,04 1,08, 1,03, 
6 0,06 0,96, 0,94; 
7 0,08 0,93 0,89, 
8 0,10 0,91, 0,84, 
Tabelle LY. 
bs x Ferment Nr. 2, aufgelést i 
Nr. der Aquivalente oe Galatia” ” 
Proben Alkalimenge 0,066 n. | 0,072 n 
, -_ 1,41, | 1,27, 
2 0,005 1,46, | 1,28 
3 0,01 1,48, | 1,44 
4 0,02 1,57, | 1,46, 
5 0,04 2,04 1,83, 
6 0,06 3,94, 3,35, 
7 0,08 8,35 7,44 
8 0,10 9,44 8,63 








Die Tabb. I—1V zeigen die Versuche, in denen die Fermente 


in einer bestimmten Salzsiuremenge aufgelést wurden; sodann 
wurden zu diesen Lésungen verschiedene iquivalente Mengen 
Alkali und Siure hinzugefiigt, und die Verschiebung des p,, der 
Lisung bestimmt. In einer anderen Versuchsserie lésten wir die 





2 
& 
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Fermente Nr. 21 und 3 in einer wechselnden Salzsiurekonzen- 
tration auf (von 0,11—0,36°/,) und beobachteten das p,, der 
Lésungen. Hierbei zeigte sich, daB das Ferment Nr. 3 mit ge- 
ringerem absolutem Gehalt an Aminogruppen und mit niedrigerem 
Koeffizienten a/c weniger Salzsiure bindet, und deshalb zeigt 
seine Lésung bei ein und demselben Prozentgehalt an HCl ein 
niedrigeres p,, im Vergleich zu Nr. 21, solange der UberschuB 
an HCl bestimmte Grenzen nicht iiberschreitet. In der Tab. V 
sind die Grenzen des p,, dargestellt, innerhalb deren die Fermente 
ihre maximale Aktivitét zeigten, und wir sehen, da8 zur Er- 
reichung des Optimums des p, bei Kinwirkung der Fermente 
auf das EiweiB es nétig ist, das Maximum der Salzsiiurekonzen- 
zentration zu verwenden, die das richtige p,, ergibt. 


Tabelle V. 








Salzsiiurekonzentration in °/, 





36 | 0,84 | 0,31 | 0,29 |0,26 | 0,24 | 0,21 0,19 |0,16 | 0,18 | 0,11 








Pu 
21 | 1,06,) 1,08,| [1,12, | 1,15,/ 1,19 | | 1,26 | 1,26 1,81,) 1,88, 1,58,| 1,57, 
3 | 1,104} 1,06, | | 1,12 1,12 | 1,159] | 1,19 | 1,20,| 1,31,| 1,26 | 1,86,| 1,48, 


























Tab. VI stellt die Mengen an HCl dar, die durch die ver- 
schiedenen Fermente gebunden werden; hier ist ebenfalls zu 
sehen, daB je mehr ein Ferment Siure bei ein und demselben p,, 
bindet und je stirker es sich der Alkaliwirkung widersetzt, desto 
gréBer seine Aktivitat ist. 














Tabelle VI. 

Bezeichnung NH NH,—N |HCl in der} py nach Zugabe j{ Aktivitit 

des —_—_*_| in mg | Ausgangs-[ 1] an... nach 
0,04 n- 
Substrates | C9°H | aug 1 g| ldsung |9,10-HCl Noon | Gross 
oe hs Baca Pam | cc T 

Pufferlésung = se 0,0415 0,98, 2,959 =— 
Pepsin Nr.2] 0,76 | 29,34 0,066 0,91, | 2,04 1280 
>» 5 21 0,76 | 29,84 0,072 0,84, | 1,83, 1280 
> oy 21] (0,55 7,87 0,047 0,91, | 2,47, 320 
. » 3] 0,46 1,08 0,03 0,87, | 9,46 80 
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Unseren Vorstellungen entsprechend ist die Struktur des 
Pepsins in Anlehnung an das Formelbild des Trypsins durch 
Hugouneng und Loiseleur 


tee CORNH, 


coer CORNH, 
pee CORNH, 


Puesee CORNH, 


darzustellen durch das Formelbild 
ee CORNH, 
eer CORNH, 
( ear ear NHRCOOH 
ike oe NHRCOOH 
Spine Ob NHRCOOH 


Unser Schema zeigt, daB die Pepsinmicelle amphotere Eigen- 
schaften besitzt, und daB an ihrer Oberflache sowohl positiv als 
negativ geladene Gruppen angeordnet sind mit einem Uberwiegen 
der letzteren. 

Es soll ausdriicken, daB wahrend der Verdauung Salzsiure 
frei wird, nicht weil die Pepsinmicelle Natriumionen aus der 
Lésung aufnimmt und dafiir H-Ionen aus ihren bislang un- 
dissoziierten Carboxygruppen abgibt, 


R—COOH + NatCl— —> RCOONa + HtCi~ 


sondern eher weil das anfinglich vorliegende Pepsinchlorhydrat 
wihrend der Verdauung seine Salzsiure abgibt und in den 
amphoteren Zustand iibergeht. 


HOOC—R—NH,-H+Cl- —»  OOC—R—NH,+ + HtCl— 


Die Fahigkeit des Pepsins eine gréBere Menge Salzsaiure zu 
binden, hat also eine groBe Bedeutung fiir seine Aktivitit: je 
mehr HCl die Pepsinlésung bei gegebenem p,, enthalt, desto weiter 
kann es das EKiwei8 spalten und desto mehr Spaltprodukte kénnen 
sich in der Liésung anhiufen, ohne dab eine Herabsetzung des p,, 
eintriite, die ungiinstig fiir die Verdauung ist. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB die Micellen des Pepsins 
die Salzsiure mit ihrer Aminogruppe binden. Hieraus folgt der 
wichtige SchluB:. entgegen der Theorie von Hugounenqg und 
Loiseleur’) wird die Aktivitit des Pepsins durch das Vorhanden- 





1) C. r. Acad. Sci. 181. 149 (1925 Bull. Soc. Chim. biol. 8, 523 (1926). 
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sein der NH,- und nicht der COOH-Gruppe in der Micelle des 
Pepsins bestimmt, und zur Charakteristik des Ferments dient in 
erster Linie das Verhaltnis NH, /COOH (Koeffizienten a/c), wie 
wir es in unserer I. Mitteilung') bewiesen. 

Zum Schlu8 muB bemerkt werden, daB diese Versuche neue 
Tatsachen lieferten zugunsten der von uns vertretenen Ansicht 
iiber die Bedeutung der chemischen Struktur des Pepsinmolekiils 
und im besonderen des Koeffizienten a/c bei zutagetreten seiner 
Aktivitit. 


1) A, a. O. 
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Uber die jodidspaltende Fahigkeit der Phaophyceen. 


Von 
Harald Kylin. 





(Aus der biologischen Station Kristineberg, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen aim 9. Juli 1930.) 


In einem jiingst erschienenen Aufsatz (1929, S. 77) habe ich 
nachgewiesen, daB einige Phiiophyceen die Fiahigkeit haben, aus 
Jodiden freies Jod abzuspalten. Besonders kriaftig tritt diese 
Fahigkeit bei den Laminariaarten (L. digitata, L. saccharina 
und L. Cloustonii) und bei Ascophyllum nodosum hervor, 
weniger kriftig bei Fucus vesiculosus. Beim Abtéten geht die 
jodidspaltende Fiahigkeit unmittelbar verloren. 

Jiingst haben Dillon (1929, S. 161) und Lunde und Closs 
(1929, S. 201) gefunden, daB wafrige Extrakte von Laminaria 
digitata, besonders von den Staémmen dieser Alge, aus Jodid- 
lésungen freies Jod abspalten. Die hier in Rede stehende Er- 
scheinung hat indessen nichts mit der jodidspaltenden Fahigkeit 
der lebenden Laminaria zu tun. 


Die Jodidspaltung der waBrigen Laminariaextrakte. 


Nach Dillon (1929, 8. 204) gibt es in den waBrigen Laminaria- 
extrakten einen besonderen ,,Jodbefreier“‘, der ein organischer Kérper sein 
soll. Kay (1929, S. 317) vermutet dagegen, daB Dillons Jodbefreier ein 
Jodat ist. Lunde und Closs (1929, S. 203) haben in den waBrigen Extrakten 
von Laminaria digitata einen ,,Jodbefreier*‘ nachgewiesen, der aus sauren 
Jodidlésungen Jod in Freiheit zu setzen vermag. Die Eigenschaften dieses 
Jodbefreiers fassen diese Autoren folgendermaBen zusammen: Bestandig gegen 
Alkalien, 1aBt sich sogar mit Lauge kochen, wird aber durch Eindampfen des 
waBrigen Auszugs ohne Pottaschezusatz zerstért. Er wird auch durch Reduktion 
mit Zink zerstért. Er ist wasserléslich, dagegen schwer ldslich in Athylalkohol 
und unléslich in Amylalkohol. Er kann ferner keine Jodverbindung sein. 


Bei meinem Aufenthalt an der biologischen Station Kristine- 
berg an der Westkiiste Schwedens im Juni 1930 habe ich die oben 
erwihnten Angaben iiber das Vorkommen von einem besonderen 
, Jodbefreier in den waiLrigen Extrakten von Laminaria digi- 
tata nachgepriift und dabei folgende Versuche gemacht. 








-earacemensmennen see" 





= _ 
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Versuch 1. Frische, zerschnittene Stimme von Laminaria digitata 
wurden mit destilliertem Wasser iibergossen, dann wurde auch etwas Toluol 
zugesetzt. Der nach einem Tage erhaltene Extrakt wurde abfiltriert und in 
folgender Weise auf das Vorkommen eines besonderen Jodbefreiers gepriift. 
Auf Objekttragern wurden Trépfchen von dem Extrakte mit Trépfchen einer 
Lésung von Starke in destilliertem Wasser gemischt. Die verschiedenen 
Trépfchen wurden dann mit einem Trépfchen 10°/,iger Essigsaure, 5°/,iger 
Schwefelsaure oder 5°/,iger Salzsiure versetzt. Die Objekttrager lagen auf 
einer weiBen Unterlage. Bei der Gegenwart eines Jodbefreiers miissen sich 
die Trépfchen unmittelbar blau farben (Jodide sind in den Laminaria- 
extrakten in nicht unbedeutender Menge vorhanden; beim Zusatz von Wasser- 
stoffsuperoxyd tritt unmittelbar eine kraftige Blaufarbung ein). In meinem 
Versuche trat aber keine unmittelbare Blaufarbung ein, ein besonderer Jod- 
befreier konnte also nicht nachgewiesen werden, erst nach 5—10 Minuten 
waren die mit Schwefelsiure oder Salzsiure angesiuerten Trépfchen schwach 
blauviolett gefarbt. Eine solche Farbung tritt aber auch ein, wenn man eine 
reine Jodidlésung anstatt Laminariaextrakt verwendet. — Der Extrakt 
(etwa 100 ccm) wurde dann bei Zimmertemperatur konzentriert (bis etwa 
5 cem) und in der oben erwahnten Weise wieder auf das Vorkommen eines 
Jodbefreiers gepriift. Der Erfolg war aber negativ. 

Versuch 2. Dieser Versuch wurde in derselben Weise wie Versuch 1 
ausgefiihrt, nur mit dem Unterschiede, daB der Extrakt nach Alkalisieren 
mit Natriumcarbonat auf dem Wasserbade konzentriert wurde. Ein be- 
sonderer Jodbefreier war aber nicht nachweisbar. 

Versuch 3. In diesem Versuche wurden die zerschnittenen Laminaria- 
stamme mit Wasser extrahiert, das mit Natriumcarbonat schwach alkalisiert 
worden war. Der Extrakt wurde teils vor teilsnach dem Konzentrieren auf 
dem Wasserbade gepriift. In keinem Falle konnte aber das Vorkommen 
eines besonderen Jodbefreiers nachgewiesen werden. 


Aus den oben angefiihrten Versuchen geht also hervor, daf 
es mir nicht méglich gewesen ist, die Literaturangaben in bezug 
auf das Vorkommen eines besonderen Jodbefreiers in den Extrakten 
von Laminaria digitata zu bestitigen. 


Die Jodidspaltung der lebenden Phaophyceen. 


Unter dem Namen ,,Jodovolatilisation’ ist von Dangeard (1928, 1929) 
eine Erscheinung beschrieben worden, die besonders bei den Laminaria- 
arten auftreten, und die darin bestehen sollte, daB der frische, unverletzte 
Thallus freies Jod bilden wirde. Das freie Jod wird durch ein auf den Thallus 
gelegtes Stiick Bristolpapier nachgewiesen; dieses Papier enthalt Starke und 
wird deshalb von dem verfliichtigten Jod blau gefarbt. Unter gewissen Be- 
dingungen sollte diese Jodverfliichtigung so kraftig sein, daB, wenn sie mit 
derselben Starke wahrend eines Tages fortgesetzt wiirde, beinahe die ganze 
Jodmenge eines Laminariablattes verfliichtigt ware. Dangeard hat eine 
solche Jodverfliichtigung nicht nur an der franzésischen Westkiiste, sondern 
auch an den Kiisten von Norwegen, Jan Mayen, Grénland und Island be- 


obachtet. 
Im Sommer 1929 versuchte ich die obenerwahnte Jodverfliichtigung an 
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der schwedischen Westkiiste nachzuweisen. Der Erfolg war aber negativ. 
Meine Hauptversuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. — Zwei Filtrier- 
papiere werden auf dem Boden einer Petrischale mit Starkelésung im Meer- 
wasser eingetrankt. Zwischen die Papiere legt man dann einige frische Thallus- 
stiickchen von einer Laminariaart. Wahrend der ersten halben Stunde 
verfolgt man das Experiment kontinuierlich, dann mit gewissen Intervallien 
wahrend 24 Stunden. Die Petrischale JaBt man im Dunkeln stehen. Die mit 
Starkelésung eingetrinkten Filtrierpapiere werden nicht gefairbt, méglicher- 
weise beobachtet man einen blauen Saum um die Thallusstiickchen, den- 
jenigen Stellen entsprechend, wo sich verletzte jodidfiihrende Zellen befinden. 
Werden die Filtrierpapiere dagegen mit Starkelésung, die etwas Jodkalium 
enthalt, eingetrinkt, farben sie sich unmittelbar blau. Die lebenden Laminaria- 
blatter spalten also aus einer Jodidlésung unmittelbar freies Jod ab. Diese 
Tatsache wurde folgendermaBen erklart. Die Oberflichenzellen der Lemi- 
nariablatter (Stamme oder Rhizoiden) bilden ein jodidoxydierendes Enzym 
— freier Sauerstoff ist fiir die hier in Rede stehende Jodidspaltung unbedingt 
notwendig —, welches aus den lebenden Zellen heraustritt und dann die 
aéuBere Wand der Oberflachenzellen durchtrinkt. Wenn also die Oberflache 
eines Laminariablattes mit einer Jodidlésung in Beriihrung kommt, muB 
sofort eine Abspaltung von freiem Jode beginnen. 

Ich méchte besonders die Aufmerksamkeit darauf lenken, daB die mit 
Starkelésung im Meerwasser getrankten Filtrierpapiere in meinen Versuchen 
nie blaugefirbt wurden, daB aber eine Blaufirbung unmittelbar auftrat, wenn 
die Filtrierpapiere auBer der Stairkelésung eine geringe Menge Jodidlésung 
enthielten. Von dieser Beobachtung veranlaBt, sprach ich die Vermutung aus, 
daB das Bristolpapier, welches Dangeard verwendet hatte, um die Jod- 
verfliichtigung bei Laminaria nachzuweisen, nicht nur Starke, sondern 
auch Jodide enthielt (Kylin, 1929, 8. 80). Auf diese Bemerkung hat indessen 
Dangeard (1930, 8. 49) geantwortet, daB das von ihm benutzte Bristolpapier 
keine Spuren von Jodiden enthilt. Meinem Wunsche gemiB hat Dangeard 
mir in liebenswiirdiger Weise ein Stiickchen seines Bristolpapiers geschickt, 
wofiir ich ihm hier meinen besten Dank ausspreche. Jodide habe ich in diesem 
Stiickchen nicht nachweisen kénnen, méchte aber hier unmittelbar hinzu- 
fiigen, daB es, wenn man dieses Bristolpapier verwendet, auch an der schwe- 
dischen Westkiiste méglich ist, eine Jodverfliichtigung nachzuweisen. Bristol- 
papier ist jedoch meiner Meinung nach kein eindeutiges, wissenschaftliches 
Reagens. 


Nach den Untersuchungen von Dangeard gibt es an der 
franzisischen Westkiiste bei den Laminariaarten eine leicht nach- 
weisbare Jodverfliichtigung, nach den Untersuchungen von Kylin 
verfliichtigen dagegen die Laminariaarten an der schwedischen 
Westkiiste keine nachweisbaren Jodmengen. Da es aber nicht 
wahrscheinlich ist, daB sich die Laminariaarten an den ver- 
schiedenen Kiisten so verschieden verhalten, sind hier neue Unter- 
suchungen dringend nétig, und ich habe deshalb bei meinem Auf- 
enthalte an der schwedischen Westkiiste im Juni 1980 der Jod- 
verfliichtigung der Laminariaarten eine neue Untersuchung ge- 
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widmet. Hierbei wurde zuerst folgende Frage erértert: Gibt es 
bei den Laminariaarten unter Verhiiltnissen, die sich so gut wie 
méglich den natiirlichen anschlie8en, eine nachweisbare Jodver- 
fliichtigung. Um diese Frage zu erledigen, wurden folgende Ver- 
suche gemacht. — Alle Versuche, die in diesem Aufsatze besprochen 
werden, sind mit Laminaria digitata ausgefiihrt worden. 


Versuch4. Frische, soeben aus dem Meere geholte Exemplare von 
Laminariadigitata. An verschiedenen Stellen der Blatter wurden Stiickchen 
von Filtrierpapier, welches mit Starkelésung im Meerwasser eingetrankt worden 
waren, gelegt. Der Versuch wurde wahrend der ersten halben Stunde kon- 
tinuierlich, dann mit verschiedenen Intervallen noch | Stunde verfolgt. Die 
Filtrierpapierstiickchen farbten sich nicht blau, und es waren also keine nach- 
weisbaren Mengen von freiem Jod abgegeben. Ein Papier mit Starkelésung 
und Jodkalium fairbte sich unmittelbar blau. 

Versuch 5. Die ganze Oberfliche eines frischen Laminariablattes 
wurde mit Starkelésung im Meerwasser iibergossen, und das Blatt dann durch 
Handtiicher so gut wie méglich vor Wasserverlust geschiitzt. Der Versuch 
wurde mit verschiedenen Intervallen wihrend 6 Stunden verfolgt. Um eine 
eventuell auftretende Blaufarbung beobachten zu kénnen, wurde mit einem 
Stiickchen Filtrierpapier von der Blattoberflaiche etwas Starkelésung auf- 
gesogen. In keinem Falle wurde eine Blaufairbung beobachtet. Wahrend 
6 Stunden waren also~nicht hinreichende Jodmengen abgegeben, um die 
Starkelésung blau zu fairben. Eine Mischung von Starke und Jodkalium 
im Meerwasser, die an der Oberflache eines Laminariablattes ausgestrichen 
wird, farbt sich unmittelbar blau. 

Versuch6. Wie Versuch4, aber mit Starkelésung in destilliertem 
Wasser anstatt im Meerwasser. Die Filtrierpapierstiickchen blieben im all- 
gemeinen ungefirbt, bisweilen wurde aber beobachtet, daB sie schon nach 
einigen Minuten anfangen, schwach blau gefarbt zu werden. Eine kriaftigere 
Blaufairbung trat aber nie ein. Die Papierstiickchen an den jiingeren Teilen 
des Blattes werden in erster Linie blau gefirbt. In diesem Versuche ist also 
eine schwache Jodverfliichtigung nachgewiesen worden. 


Aus den oben erwihnten Versuchen dirfte ohne weiteres her- 
vorgehen, da8, wenn man unter Bedingungen arbeitet, die sich so 
gut wie moglich den natiirlichen anschlieBen, sich eine Jodver- 
fliichtigung nicht nachweisen lé8t. Unter gewissen Bedingungen 
kann man aber eine Jodverfliichtigung hervorrufen, z. B. wenn 
man die Oberfliche der Laminariablitter mit destilliertem Wasser 
behandelt. Folgender Versuch gibt noch weitere Aufschliisse in 
bezug auf die Bedingungen, unter denen eine Jodverflichtigung 
stattfinden kann. 


Versuch 7. Wie Versuch 6, die Starkelésung war aber mit Essigsiure 
schwach angesiuert worden. Folgende Konzentrationen wurden  gepriift: 
0,01 °/,, 0,05 9/4, 0,1 9/5, 0,25 °/, und 0,5°/,. Bei allen lieB sich eine Jodverfliich- 
tigung nachweisen, d. h. das Filtrierpapier wurde in allen Fallen nach einigen 
Minuten schwach blau gefarbt. 
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Der obenstehende Versuch ist von besonderem Interesse; 
durch Verwendung einer schwach angesiiuerten Stiirkelésung war 
es nimlich bedeutend leichter, eine Jodverfliichtigung nachzu- 
weisen, als bei Verwendung einer Stiirkelisung in destilliertem 
Wasser. Das von Dangeard benutzte Bristolpapier reagiert 
schwach sauer, eine Tatsache, die schon von Dangeard (1929, 
S. 138) beobachtet worden ist, und es ist deshalb leicht zu verstehen, 
daB dieser Forscher bei den Laminariaarten eine Jodverfliich- 
tigung hat nachweisen kénnen. Die hier vorliegende Jodverfliich- 
tigung ist aber eine Verfliichtigung unter besonderen AuBen- 
bedingungen. Die Frage, ob an der franzésischen Westkiste eine 
Jodverfliichtigung auch unter normalen Bedingungen vonstatten 
geht, steht noch offen. 

Durch folgenden Versuch werden wir einige andere Bedin- 
gungen kennenlernen, die bei den Laminariaarten eine Jodver- 
fliichtigung hervorrufen kénnen. 

Versuch 8. Etwa 5cm lange und 2 cm breite, frische Blattstiickchen 
von Laminaria digitata wurden wahrend */,—1 Minute in die Miindung 
einer Flasche mit Ather oder Chloroform gehalten und dann zwischen starke- 
haltige Filtrierpapiere in eine Petrischale gelegt. In einer bestimmten Zone 
fingen die Filtrierpapiere unmittelbar an, sich blau zu farben, und nach 
10 Minuten waren sie in einer 2—3 mm breiten Zone stark blau gefarbt. Die 
Behandlung mit Ather oder Chloroform hatte also in einer bestimmten Zone 
eine Jodverfliichtigung hervorgerufen. Die Blattstiickchen waren unterhalb 
dieser Zone bei der Behandlung getétet worden; bei Abtéten wird die Fahigkeit, 
Jod in Freiheit zu setzen, unmittelbar vernichtet; oberhalb dieser Zone war die 
Einwirkung des Athers (bzw. des Chloroforms) nicht hinreichend kraftig, 
um eine Jodverfliichtigung hervorzurufen. — Die Tatsache, da8 Chloroform 
in geringer Dosis die Jodverfliichtigung stimuliert, ist schon von Dangeard 
beobachtet worden (1929, 8. 163). 

Aus den obenstehenden Versuchen ist meiner Meinung nach 
der Schlu8 zu ziehen, daB die Laminariaarten unter normalen 
Bedingungen keine nachweisbaren Jodmengen verflichtigen, eine 
Tatsache, die aber nicht ausschlieBt, daB eine A4uBerst unbedeutende 
Jodverfliichtigung auch unter normalen Bedingungen vonstatten 
gehen kann. Unter gewissen Bedingungen findet dagegen eine 
leicht nachweisbare Jodverfliichtigung statt. Nur die lebenden 
Thallusteile kénnen Jod verfliichtigen. Beim Abtéten wird die 
Fahigkeit, Jod zu verfliichtigen, unmittelbar vernichtet. 

Ehe wir nun weiter gehen, miissen wir uns eine Vorstellung 
iiber den Mechanismus der Jodverfliichtigung bilden. Dangeard 
behauptet, daB das freie Jod von den lebenden Oberflachenzellen 
gebildet und dann nach auBen abgeschieden wird. Uber den 
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Mechanismus, der den Oberflichenzellen zur Verfiigung steht, um 
das Jod in Freiheit setzen zu kénnen, gibt Dangeard keine 
niheren Aufschliisse, schreibt indessen iiber dieses Thema folgendes 
(1929, 5. 218): ,,La mise en liberté d’iode libre par les Laminaires 
résulte sans aucun doute de procédés d’oxydation s’appliquant 
aux composés iodés des tissus.*‘ 

In meinem friiheren Aufsatz (1929, 8. 80) habe ich darauf 
hingewiesen, daf fir die Jodverfliichtigung der Laminariaarten 
in erster Linie folgende drei Faktoren notwendig sind: Jodide, 
Jodidoxydasen und Sauerstoff. Bei den Laminariaarten gibt es 
nun sowohl Jodide wie Jodidoxydasen, und sobald diese Faktoren 
unter giinstigen Bedingungen zusammentreffen, wird freies Jod 
abgespaltet. Die Jodidoxydasen werden meiner Meinung nach von 
den Oberflichenzellen gebildet und dann nach auBen abgeschieden ; 
sie durchtrinken die ganze iuBere Wand der Oberflichenzellen. 
In den Vakuolen der lebenden Oberfliichenzellen von Laminaria 
digitata gibt es wenigstens 1°/, Jodide. Die Oberflichenzellen 
enthalten demnach sowohl Jodide als Jodidoxydasen, sie bilden 
aber kein freies Jod. Erst wenn die Jodide aus den lebenden 
Zellen hinaustreten und in die AuBenwand hineinkommen, tritt 
eine Jodverfliichtigung ein. Das freie Jod wird also meiner Meinung 
nach in der AuBenwand der lebenden Oberflaichenzellen gebildet. 
Fur diese Meinung scheint mir folgendes Experiment zu sprechen. 

Versuch 9. Querschnitte eines Laminariablattes wurden auf einem 
Objekttrager in ein Trépfchen Meerwasser mit Starkekérnchen eingelegt. 
Das Praparat wurde mit einem Deckglas bedeckt, und eine eventuell auf- 
tretende Blaufairbung unter dem Mikroskop verfolgt. Jodide, die aus den 
bei dem Schneiden verletzten Zellen stammen, sind vorhanden; die Méglichkeit, 
daB im Praparat freies Jod gebildet wird, liegt also vor. Unter dem Mikroskop 
beobachtet man, da8 diejenigen Starkekérner, die im Kontakt mit der AuBen- 
wand liegen, blau gefarbt werden. Starkekérner, die auf den Schnitten inner- 
halb der AuBenwande liegen, werden dagegen nicht blau gefarbt. Im Praparate 
kann man aber auch Starkekérner finden, die auf den Oberflachenzellen liegen, 
und zwar so, daB sie teilweise auBerhalb der AuBenmembran hervorragen, 
teilweise die Rindenzellen bedecken. Diese Kérnchen werden nur teilweise 
blau gefarbt; der 4uBere Teil wird gefirbt, der innere dagegen bleibt ungefarbt. 
Die Grenze der beiden Teile fallt mit der inneren Kontur der AuBenmembran 
zusammen. Derjenige Teil, der auf den Oberflichenzellen liegt,wird also nicht 
gefarbt, wohl aber derjenige Teil, der auf der AuSenwand dieser Zellen liegt. 
Das Ergebnis dieses Versuches scheint mir dafiir zu sprechen, daf das freie Jod 
nicht von den Oberflaichenzellen, sondern von der AuBenwand dieser Zellen 
gebildet wird. — Ein ahnlicher Versuch ist schon von Dangeard gemacht 
worden, und in vollig richtiger Weise hat dieser Forscher beobachtet, daB von 
den Starkekérnchen, die teilweise auf den Oberflaichenzellen, teilweise auf 
der AuBenwand dieser Zellen liegen, nur derjenige Teil blau gefarbt wird, 
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weicher der AuBenwand entspricht. Dangeard (1929, 8S. 154) illustriert 
diese Tatsache mit einer guten Abbildung. — Werden die Thallusschnitte 
im Meerwasser gut ausgewaschen, so tritt in dem obenerwahnten Versuche 
keine Blaufarbung auf; die aus den verletzten Zellen stammenden Jodide 
werden nimlich dabei entfernt; aus den unverletzten Zellen treten keine 
Jodide aus, oder vielleicht richtiger, sie treten nicht in hinreichend groBen 
Mengen heraus; es wird also keine hinreichend groBe Menge freies Jod ge- 
bildet, um die Starkekérner blau zu farben. 

Durch den Versuch 9 ist es wenigstens wahrscheinlich gemacht, 
da8 die AuBenmembran der Oberflichenzellen die Bildungsstelle 
des freien Jods bei Laminaria digitata ist, und durch folgende 
Versuche hoffe ich sicher nachweisen zu kénnen, daB die Aufen- 
membran der Oberflichenzellen von Laminaria digitata die 
Fihigkeit besitzt, aus Jodiden Jod in Freiheit zu setzen. 

Versuch 10. Die Oberflache eines frischen Laminariablattes wurde 
mit einem trockenen Filtrierpapier behandelt, um die an der Oberflache 
haftende Wasserschicht aufzusaugen. Auf das Filtrierpapier wurde dann ein 
Trépfchen einer Starkelésung mit Jodkalium gelegt; das Trépfchen wurde 
nicht blau gefarbt, es waren demnach keine Jodidoxydasen vorhanden. Der 
Versuch wurde dann in der Weise verandert, daB das Laminariablatt zuerst 
wahrend 1—2 Stunden vor Wasserverlust geschiitzt und dann mit Filtrier- 
papier behandelt wurde. In keinem Falle gelang es aber, in der Wasserschicht 
an der Blattoberflache Jodidoxydasen nachzuweisen. 

Versuch1l. Die Rindenzellen eines frischen Laminariablattes 
wurden mit einem Messer abgekratzt und auf ein mit Starkelésung eingetranktes 
Filtrierpapier ausgestrichen. Es trat keine Blaufarbung auf. Hier waren 
jedoch sowohl Starke, Jodide als Jodidoxydasen vorhanden. Bei dem Ab- 
kratzen waren aber die meisten Rindenzellen verletzt; in den Rindenzellen 
ist irgendein Stoff vorhanden, der die Jodidoxydasen zerstért oder wenigstens 
ihre Wirkung hemmt (vgl. Kylin, 1929, 8. 78). 

Versuch 12. Von der AuBenmembran eines frischen Laminaria- 
blattes wurde vorsichtig, um die Oberflichenzellen nicht zu verletzen, mit 
einem Messer die auBersten Teile abgekratzt. Der so erhaltene Brei wurde auf 
ein mit Starkelésung eingetranktes Filtrierpapier ausgestrichen. Das Papier 
farbte sich nicht blau; freies Jod war also nicht vorhanden. Der Brei wurde 
dann auf ein mit Starkelésung und Jodkalium getranktes Filtrierpapier 
ausgestrichen. In diesem Falle wurde das Papier unmittelbar blau gefarbt 
zuerst schwach blau, dann tiefer und tiefer blau. Im Brei war demnach ein 
jodidoxydierender Stoff vorhanden. 


Durch den Versuch 12 ist es mir also gelungen, sicher nach- 
zuweisen, daB in der AuBenwand der Oberflichenzellen eines 
frischen Laminariablattes ein Stoff vorhanden ist, der die 
Fiahigkeit hat, aus den Jodiden freies Jod abzuspalten. Nun fragt 
es sich aber, ob dieser Stoff als ein Enzym zu bezeichnen ist. 
In bezug auf diesen Stoff wissen wir indessen schon, daB er nicht 
auf Kosten seines eigenen Sauerstoffs die Jodide oxydiert, sondern 
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nur die Aufnahme des freien Sauerstoffs vermittelt (vgl. die Experi- 
mente von Kylin 1929, 8. 78). Er zeigt also wenigstens einen 
der Charaktere der oxydierenden Enzyme. Nun hat es sich aber 
auch erwiesen, daB der hier in Rede stehende Stoff thermolabil 
ist. Schon nach einer Minute auf dem siedenden Wasserbade ist 
die jodidspaltende Fahigkeit des fraglichen Stoffes verlorengegangen. 
Mit vollem Recht kann man ihn also als ein oxydierendes Enzym 
bezeichnen. 

Den von der Oberfliche eines frischen Laminariablattes 
abgekratzten jodidoxydierenden Brei kann man auf ein Filterpapier 
oder einen Objekttriger ausstreichen und dann zu verschiedenen 
Versuchen verwenden. In der Luft getrocknet und im Dunkeln 
aufbewahrt, ist er wenigstens nach einer Woche noch wirksam. 
Der luftgetrocknete Brei kann wihrend 10 Minuten mit konzen- 
trierter Hssigsiiure behandelt werden, ohne seine jodidspaltende 
Fahigkeit ezubii8Ben. Mit 5°/,iger Salzsiure oder 5°/,iger Schwefel- 
siure behandelt, ist er nach 5 Minuten noch wirksam. 

Es ist also sicher festgestellt worden, daB es in der Aufen- 
membran der Oberflichenzellen eines frischen Laminariablattes 
ein jodidoxydierendes Enzym gibt, und mit dieser Feststellung 
diirfte wohl der Mechanismus der Jodverflichtigung der Lami- 
nariaarten aufgeklirt sein, und zwar in Ubereinstimmung mit 
der Auffassung, die ich schon friiher dargestellt habe (Kylin 1929, 
5. 80), d. h., die Oberflichenzellen bilden ein jodidoxydierendes 
Enzym, welches nach auBen abgeschieden wird und dann die 
Au8enmembran durchtrankt. In den Oberflichenzellen sind Jodide 
vorhanden. Unter gewissen Bedingungen kénnen diese aus den 
lebenden Zellen heraustreten und werden dann in der AuSen- 
membran der Oberflichenzellen von dem jodidoxydierenden 
Enzym gespalten. Das freie Jod entsteht also in der Aufen- 
membran der Oberflichenzellen. In den Oberflichenzellen wird 
kein freies Jod gebildet. 

Aus der obenstehenden Auseinandersetzung dirfte hervor- 
gehen, daB das Vorhandensein einer Jodverfliichtigung bei den 
Laminariaarten mit der Fahigkeit der Jodide, aus den lebenden 
Zellen hinauszutreten, im Zusammenhang steht. Das Problem der 
Jodverfliichtigung ist damit in eine Permeabilititsfrage itbergefuhrt 
worden. Die Frage ist also jetzt: unter welchen Bedingungen ist 
der Protoplasmaschlauch der lebenden Zellen fiir Jodide permeabel, 
oder vielleicht besser gesagt hinreichend permeabel. Alle Faktoren, 
welche die Permeabilitit des Protoplasmas in der Weise verindern, 
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daB die Jodide leicht heraustreten, missen eine leicht nach- 
weisbare Jodverfliichtigung hervorrufen, jedoch unter der Vor- 
aussetzung, daB das Protoplasma nicht getétet wird. 

Unter den Faktoren, die eine Jodverfliichtigung hervorrufen 
oder beschleunigen, mégen folgende erwaihnt werden: 1. geringe 
Dosen von Ather oder Chloroform, 2. eine schwach saure Reaktion, 
3. destilliertes Wasser. Diese Faktoren beeinflussen die Permea- 
bilitit des Protoplasmas. Die Jodide treten unter Einwirkung 
dieser Faktoren aus den lebenden Zellen leichter hinaus als unter 
normalen Bedingungen. Unter dem EHinflu8 dieser Faktoren 
werden aber die Laminariaarten rascher oder langsamer getétet. 

Dangeard (1929, S. 223; 1930, 5. 46) glaubt nachgewiesen 
zu haben, daB Jodide einen stimulierenden Einflu8 auf die Jod- 
verfliichtigung haben. Tatsichlich wird ja auch ein mit Stiarke- 
lisung und Jodkalium getrinktes Papier von einem frischen 
Laminariablatt unmittelbar blau gefairbt, wahrend sich ein 
Papier, das nur mit Starkelésung getrinkt worden ist, nicht 
(oder nach Dangeard langsam) blau firbt. Dangeard erklart 
diese Tatsache in folgender Weise: die Jodide werden von den 
lebenden Oberflichenzellen absorbiert und in ihnen in solcher 
Weise zerlegt, daB freies Jod entsteht, welches dann nach auSen 
abgeschieden wird. Diese Erklirung ist aber nicht richtig. Wie 
ich habe oben nachweisen kénnen, entsteht das freie Jod nicht 
in den lebenden Oberflichenzellen, sondern in der AuBenmembran 
dieser Zellen. Die Jodide stimulieren nicht die Jodverfliichtigung 
in demselben Sinne wie die obenerwihnten stimulierenden Fak- 
toren. Diese Faktoren rufen auf Kosten der Jodide der lebenden 
Zellen eine Jodverfliichtigung hervor, die im Papiere vorhandenen 
Jodide dagegen auf Kosten der von auBen zugefiihrten Jodide. 

Nun fragt es sich aber, ob die Permeabilitaétsverhiltnisse 
unter normalen Bedingungen so groBe Schwankungen zeigen, daB 
Jodide aus den lebenden Zellen austreten kénnen und eine Jod- 
verfliichtigung stattfindet. Dies ist natiirlich gar nicht unmdglich, 
aber noch nicht sicher nachgewiesen worden. Es ist indessen meiner 
Meinung nach wahrscheinlich, daf auch unter normalen Bedin- 
gungen eine schwache Jodverfliichtigung vonstatten geht, besonders 
wenn es iiltere Thallusteile gilt, daB aber die verfliichtigten Jod- 
mengen so gering sind, daB sie sich, wenigstens an der schwedischen 
Westkiste, nicht nachweisen lassen. Nach den Literaturangaben 
sind die Laminariaarten in dem Atlantischen Meere und in der 
Nordsee etwas jodreicher als an der schwedischen Westkiiste und 
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es ist ja méglich, daB die Verschiedenheiten in dem Jodgehalt 
auch Verschiedenheiten in der Jodverfliichtigung bedingen, und 
daB es deshalb leichter ist, an der franzdsischen als an der schwedi- 
schen Westkiste eine Jodverfliichtigung nachzuweisen. 

Die Laminariaarten nehmen aus dem Meerwasser nicht 
unbedeutende Jodmengen auf. In welcher Form das Jod absorbiert 
wird, wissen wir nicht. Jn Form von Jodiden kénnen aber die 
Laminariaarten das Jod nicht aufnehmen, da die Jodide in der 
AuBenmembran der Oberflichenzellen zerlegt werden, und dabei 
freies Jod geben. Moéglicherweise nehmen sie dann das freie Jod 
auf. Dann mu8 aber das freie Jod innerhalb der Zellen in Alkali- 
jodide umgesetzt werden. — Da bei den Keimpflanzen, die etwa 
10 cm hoch oder darunter sind, keine Jodidoxydasen vorhanden 
sind, kénnen wohl diese das Jod in Form von Jodiden aufnehmen. 

Aus dem Meerwasser, welches ja nur sehr unbedeutende Jod- 
mengen enthilt, nehmen die Laminariaarten nicht unbetricht- 
liche Jodmengen auf. Wiahrend des Lebens einer Laminaria 
wandert das Jod, wenigstens der Hauptsache nach, vom Meer- 
wasser zu der Laminaria, nicht umgekehrt. Es ist wohl an- 
zunehmen, daf die Salzmengen bzw. Jodmengen in der Laminaria 
und im Meerwasser in irgendeinem Gleichgewichte miteinander 
stehen, daB sich aber die Gleichgewichtsverhialtnisse verandern, 
je nachdem sich das Meerwasser verindert. In der Nahe der 
biologischen Station Kristineberg an der schwedischen Westkuste 
variiert der Salzgehalt des Meerwassers, wo Laminaria digitata 
wichst, durchschnittlich zwischen 25—30°/),. Nehmen wir nun 
an, daB die Salzmengen bzw. die Jodmengen der Laminaria mit 
einem Meerwasser von 30°/,, Salzgehalt im Gleichgewicht steht, 
da8 sich aber der Salzgehalt auf 25°), erniedrigt, so ist es wohl 
wahrscheinlich, daB die Laminaria ein wenig von ihrer Salzmenge 
nach auBen abgibt. Und sind nun unter den abgegebenen 
Salzen Jodide vorhanden, was wohl sehr wahrscheinlich ist, 
miissen diese in der AuBenmembran der Oberflichenzellen in 
solcher Weise gespaltet werden, daB freies Jod entsteht. Eine 
Jodverfliichtigung findet dann statt, ist aber noch nicht experi- 
mentell festgestellt worden. 

An der franzésischen Westkiiste ist der Unterschied zwischen 
Ebbe und Flut besonders groB, und es scheint mir nicht aus- 
geschlossen, daB die Eigenschaften des Meerwassers zwischen 
Ebbe und Flut sich in solecher Weise verindern, da8 die Permea- 
bilitatsverhiltnisse der Oberflichenzellen der Laminariaarten 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXCI, 14 
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beeinfluBt werden. Die Méglichkeit einer Jodverfliichtigung ist 

dann gegeben. Es scheint mir auch nicht ausgeschlossen, daB die 
Laminariaarten an der franzésischen Westkiste wihrend der ' 
Flut aus dem jetzt frischen Meerwasser Jod in irgendeiner Form | 
absorbieren, da8 sie aber wihrend der Ebbe durch Spaltung der | 
Jodide Jod in freier Form abgeben. Ob aber die Jodverfliichtigung 

so betrichtlich ist, daB sie so leichter nachzuweisen wiire, wie 
Dangeard behauptet, mége dahingestellt werden. Um eine Jod- 
verfliichtigung bei den Laminariaarten unter normalen AuBen- 
bedingungen sicher festzustellen, mufi man ein vom wissenschaft- 

lichen Gesichtspunkt mehr befriedigendes Reagens als _ sauer 
reagierendes Bristolpapier verwenden. 
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Synthese von /-Glyceriden. 
Von 


Max Bergmann und Neal M. Carter.") 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1, August 1930.) 


Unter den verschiedenen Typen von Glyceriden organischer 
Siuren haben die $-Monoglyceride der Synthese die gréBten 
Schwierigkeiten bereitet. Bisher sind tiberhaupt nur f-Glyceride 
aromatischer Siéuren erhalten worden. B. Helferich und 
H. Sieber’) haben nach dem Tritylverfahren ein sirupéses 9-Ben- 
zoyl-glycerin und das krystallisierte #-(p-Nitrobenzoyl)-glycerin be- 
reitet. #-Glyceride von Fettsiuren sind bisher iiberhaupt 
nicht bekannt geworden; denn friihere Angaben iiber ihre Syn- 
these sind nach unseren heutigen Kenntnissen bestimmt irrig. 
Auch das Tritylverfahren diirfte hier auf betrichtliche Schwierig- 
keiten stoBen, weil bei der notwendigen Abspaltung der Trityle 
mit Bromwasserstoff Umlagerungen der Fettsiurereste schwer zu 
vermeiden sein diirften und bei den sehr bescheidenen Ausbeuten 
an freien Glyceriden eine Herausfraktionierung reiner #-Glyceride 
ein wenig aussichtsreiches Unternehmen werden mub. 

Wir haben ein ergiebiges Verfahren zur Gewinnung von 
f-Glyceriden ausgearbeitet, das in seinem letzten, fiir die Struktur 
des Glycerids entscheidenden Schritt die Anwendung von Siuren 
und Alkalien vermeidet und darum auch fir die Gewinnung von 
f-Glyceriden der Fettsiuren geeignet ist. 

Fiir das Benzal-glycerin Gerhardts*) vom Schmelzp. 84° 
haben Hill, Whelen und Hibbert‘) die Struktur eines 2-Phenyl- 
5-oxy-metadioxans (I) erwiesen. Sein Hydroxyl libt sich unschwer 
acylieren (II) und wenn man dann den Benzalrest durch katalytisch 





') Canadian National Research Council Stipendiat. 
*) Diese Z. 170, 31 (1927) und Diese Z. 175, 311 (1928). 
’) D.R.P. 253083. ©. 1912, II, 1953. 
*) Journ. Amer. chem. Soc. 50, 2237 (1928). 
14” 
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erregten Wasserstoff abhydriert'), erhilt man die gewiinschten 
8-Glyceride (III) in sehr reinem Zustand. Das Verfahren fiihrt 
so glatt iiber die drei Stufen vom Glycerin bis zum f-Glycerid, 
daB die Ausbeute an Glycerid meist iiber 80°/, d. Th. betrigt, 
bezogen auf das angewandte Glycerin. | 


I Il Il 
CH,—O CH,—O CH,-OH 
| | | | | 
HO-CH HC-C,H, —*» R-CO-0-CH HC-.C,H, —»> CH-0-CO-R 
| | | | | 
CH,—O CH,—O CH,-OH 
a) R=C,H, b) R= CH, c) R=C,;Hy - 


Wir haben nach diesem Verfahren das $-Benzoylglycerin vom 
Schmelzp. 72,5° bereitet. Da es 36° héher schmilzt, als das be- 
kannte «-Benzoylglycerin”) und da wir es durch Acylieren in das 
bekannte «,«’-Bis-p-nitrobenzoyl-3-benzoyl-glycerin*) iiberfiihrten, 
so bestehen an seiner Struktur nicht die geringsten Zweifel. Mit 
Benzaldehyd und Chlorwasserstoff geht es in Gegenwart von Kupfer- 
sulfat leicht in Benzoyl-benzal-glycerin Ila iiber. 

An zweiter Stelle haben wir das bisher unbekannte /-Acetyl- 
glycerin bereitet. Es la$t sich unter 0,3 mm destillieren, und wir 
haben uns durch Nitrobenzoylieren zu f-Acetyl-c,a’-bis-p-nitro- 
benzoyl-glycerin*) von seiner Struktur iiberzeugt. Ferner haben 
wir es in die Benzalverbindung IIb zuriickverwandeln kénnen. 

Von besonderem Interesse war die Anwendung des Verfahrens 
fiir die Gewinnung des f-Monoglycerids einer héheren Fettsiure. 
Das von uns aus dem Benzal-glycerin | iiber IV bereitete #-Palmityl- 
glycerin V schmolz bei 69°, wihrend «-Monopalmitin (VIII) bei 
78° schmilzt. Das Gemisch beider Isomeren schmolz ganz un- 
scharf zwischen 70 und 75° Auch in den chemischen Kigen- 
schaften unterscheidet sich unser 6-Monopalmitin deutlich von dem 
a-Glycerid. Mit Benzaldehyd, Chlorwasserstoff und Kupfersulfat 
wird es in die Benzalverbindung IV zuriickverwandelt, wihrend 
a-Palmitin VIII unter den gleichen Bedingungen zu VII fihrt. 
Noch instruktiver verliuft die Kondensation mit Aceton. Verwendet 


!) Kariyone und Kimura, Journ. Pharm. Soc. Japan 1923, 51; C. 
1927, I, 1825; Freudenberg, Toepfer und Andersen Ber. chem. Ges. 
61, 1759 (1928); Carter, Ber. chem. Ges. 63, 1684 (1930). 

*) Fischer, Bergmann und Baerwind, Ber. chem. Ges. 53, 1589 
(1920). 

5) Ber. chem. Ges. 53, 1630 (1920). 

‘) Fischer, Ber. chem. Ges. 53, 1626 (1920). 
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man dabei ausschlieBlich wasserfreies Kupfersulfat als Konden- 
sationsmittel an, so gewinnt man aus #-Palmitin das bisher nicht 
bekannte £-Palmityl-q,«’-isopropyliden-glycerin VI vom Schmelz- 
punkt 44°. @-Palmitin gibt bei gleicher Behandlung das «-Pal- 
mity]l-a’,#-isopropyliden-glycerin IX («-Palmityl-aceton-glycerin 
von Fischer, Bergmann und Baerwind), das bei 35° schmilzt. 
Behandelt man aber f-Palmitin mit Aceton in Gegenwart von 
Chlorwasserstoff und Natriumsulfat, so wandert gleichzeitig mit 
der Acetonierung der Fettsiurerest in die «-Stellung und man 
erhalt «-Palmityl-c’,8-isopropyliden-glycerin. Diese Zusammen- 
hinge sind in folgender Ubersicht veranschaulicht: 








IV V VI 
O—— CH, CH,-OH O—CH, 
| | a | | 
GH, CH-OPs < Gasos er «<CH-OPa = Gago > Ip CHOP 
O —-CH, CH,-OH O—CH, 
Schmelzp. 63,5° Schmelzp. 69° | Schmelzp. 44° 
VII Vil _— IX 
CH,:OPa CH,:OPa Na,SO,, Hcl” CH,-OPa 
7 ‘ Benzaldehy qa | Aceton | 
rain CH, csen cay OH OF a alt ncaa i 
CH, —0”% CH,-OH CH, —0”% 
Schmelzp. 35° Schmelzp. 78° Schmelzp. 34° *) 


(Ip = CH,-C-CH,; Pa= CO-C,,Hs,,). 


Ebenso wie das £-Palmitin haben wir auch £-Benzoyl-glycerin 
in eine Acetonverbindung iiberfiihren kénnen, die verschieden vom 
bekannten «-Benzoyl-aceton-glycerin ist, also Formel X haben muB. 


a——--0 OH,——— 0 
| | | | 

X CH-OBz C(CH,) XI CH(OH) C(CH,), 
| | | | 
CH, O er 





Hier war der Weg zur Synthese des bisher unbekannten’®) «,c’- 
Aceton-glycerin XI (Siedep.j25 mm 90—91°, d?° 1,0911, ng’ 1,4427) 
vorgezeichnet, iiber das demnichst niheres berichtet werden soll. 





’) Das Ergebnis ist mit und ohne HCl das gleiche. 

*) Vgl. Versuchsteil. 

3) Vgl. Hibbert und Morazain, Can. Journal Research 2, 35 (1930); 
C. 1930, I, 3023. 
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Unsere Beobachtung, daB auch §-Glyceride unter recht milden 
Versuchsbedingungen und ohne Umlagerung des Saurerestes Aceton- 
Verbindungen bilden, verdient Beachtung im Hinblick auf die von 
Fischer, Bergmann und Baerwind?’) sowie von Ad, Griin und 
R. Limpicher?’) unternommenen Versuche, die Verbindungsfihig- 
keit mit Aceton zur Unterscheidung von «- und #-Glyceriden aus- 
zuwerten. Die bloBe Tatsache, dab ein Glycerid eine Aceton- 
Verbindung bildet, sagt nichts iiber seine Struktur aus. Es scheint 
ferner nach unseren Versuchen, daB sich e@- und f-Glyceride in 
der Geschwindigkeit der Kondensation mit Aceton nicht hinreichend 
unterscheiden, um darauf eine analytische Methodik zu griinden, 
welche den Gehalt eines Glycerids an e@- und f-Glycerid ermitteln 
will. Andererseits erweisen aber unsere Versuche, da es sehr 
wohl méglich ist, aus den reversiblen Beziehungen eines Mono- 
glycerids zum «@,f-Aceton-glycerin oder «,a’-Benzalglycerin die 
Struktur des Glycerids zu ermitteln.*) 

Durch unsere Synthese von §-Fettsiure-glyceriden ist auch 
das lang gesuchte Material gefunden, um das Verhalten lipatischer 
Enzyme gegen «- und f-Glyceride einer vergleichenden experi- 
mentellen Priifung zu unterziehen. 

Zu erwihnen ist noch, daB f-Benzoyl-glycerin bei kurzem 
Kochen mit wiBriger n-Salzsiure nicht in das e-Glycerid umgelagert 
wird. Wir heben dies deshalb hervor, weil die entsprechende 
Benzalverbindung IIa nach den Beobachtungen von Hibbert und 
Carter‘) durch n/40-Salzsiure in 50°/,iger alkoholischer Lésung 
unter Abspaltung des Benzaldehyds zu w-Benzoyl-glycerin umgelagert 
wird. Es scheint uns, daB die Umlagerung (Umesterung) der 
8-Glyceride zu «-Glyceriden mit Saiuren durch die Gegenwart 
von Alkoholen begitostigt wird. Es wire zu priifen, ob die von 
Emil Fischer beobachtete Umwandlung der a,f-Diglycerid-jod- 
hydrine in @,e’-Diglycéride mittels Silbernitrit in alkoholischen 
Lésungen nicht durch eine derartige Siurekatalyse (freie salpetrige 
Siiure!) zu erkliren ist. 

Der Deutschen Gemeinschaft zur Erhaltung und Foérderung 
der Forschung (Notgemeinschaft) sprechen wir fiir die Gewahrung 
von Mitteln zu dieser Arbeit unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


') Ber. chem. Ges. 53, 1589 (1920). 

*) Ber. chem. Ges. 59, 695 (1926). 

8) Fiir denselben Zweck werden sich das a,a’-Acetonglycerin und das 
a,$-Benzal-glycerin heranziehen lassen. 

*) J. Americ. chem. Soc. 51, 1601 (1929). 
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Versuche. 
ct, e’-Benzyliden-glycerin (Formel I). 


Wir bereiteten zunachst nach der von H. Hibbert und 
N. M. Carter modifizierten Vorschrift') das Gemisch der beiden 
strukturisomeren Benzyliden-glycerine, lieben dann die Mischung 
nach Kinleiten von ganz wenig Chlorwasserstoffgas 24 Stunden 
bei 0° stehen, um nach van Roon?) auch das fiinfgliedrige Cyclo- 
acetal méglichst weit ins sechsgliedrige Cycloacetal umzuwandeln 
und krystallisierten letzteres schlieBlich aus heiBem Wasser, dem 
0,5°/,igen Ammoniak zugesetzt waren, um. Auf diese Weise lieB 
sich die Ausbeute an «,«’-Benzyliden-glycerin ohne Schwierigkeit 
auf mehr als 90°/, d. Th. treiben. — Benzyliden-glycerin ist sub- 
limierbar. Unser Priparat inderte beim Sublimieren seinen 
Schmelzp. (84°) nicht. 


8-Benzoyl-glycerin (Formel IIIa). 


18 g f-Benzoyl-«,a@’-benzyliden-glycerin*) wurden in 300 ccm 
absolutem Alkohol suspendiert in Gegenwart von 1 g Palladiummohr 
nach Wieland-Tausz-Putnocky mit Wasserstoff behandelt. 
Nach 1—2 Stunden war die berechnete Wasserstoffmenge (2 Mol) 
aufgenommen und die Hydrierung beendet. Die filtrierte al- 
koholische Lésung wurde unter vermindertem Druck verdampft, 
wobei vollige Krystallisation eintrat. Dabei wurden 12,2 g eines 
schon sehr reinen f-Benzoyl-glycerins vom Schmelzp. 71° erhalten 
entsprechend 98°/, d. Th. Kinmalige Krystallisation aus Benzol 
oder Wasser geniigt zur vélligen Reinigung. 


4,960 mg lufttrockene Substanz gaben 11,091 mg CO, und 2,740 mg H,0. 
C,,H,,0, (196,1) Ber. © 61,19 H 6,17 Gef. C 60,98  H 6,18 


6-Benzoyl-glycerin bildet derbe, harte, leicht zerreibliche sechs- 
eckige Tafeln vom Schmelzp. 72,5°, die sich leicht in Alkohol 
und Aceton, heiBem Benzol und heiBem Wasser, sowie in warmem 
Ather lésen, betrachtlich in Wasser und Benzol von Raumtempe- 
ratur, sehr schwer in Ligroin und Petrolither. 

Riickverwandlung in die Benzyliden-Verbindung: 
In die Lésung von 1 g f-Benzoyl-glycerin in 10 ccm frisch 
destilliertem Benzaldehyd wurden wenige Blasen Chlorwasserstoff 





) A.a. O. 
?) Rec. 48, 173 (1929). 
*) Hill, Whelen und Hibbert a, a. O. 
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eingeleitet. Die auftretende Triibung verschwand beim Schiitteln 
mit 2g gegliihtem Kupfersulfat. Nachdem einige Tage unter 
éfterem Umschiitteln und AbschluB der Luft aufbewahrt war, 
wurde filtriert, mit Alkohol nachgewaschen, das Filtrat mit 
Silbercarbonat entséuert, im Vakuum Alkohol und Benzaldehyd 
bei nicht zu hoher Temperatur entfernt und der in der Kalte 
krystallinische Riickstand (60°/, d. Th.) aus 5 ccm Alkohol 
umkrystallisiert. Der Schmelzp. 103° entsprach genau dem des 
f-Benzoyl-a, «’-benzyliden-glycerins, ebenso schmolz ein Gemisch 
mit dem Produkt der Benzoylierung von «a,«’-Benzyliden-glycerin. 
Die isomere «-Benzoylverbindung ist ein destillierbares Ol. }) 
Bei der Behandlung unseres Benzoyl-glycerins mit p-Nitro- 
benzoyl-chlorid und wasserfreiem Pyridin erhielten wir £-Benzoyl- 
a,cé’-di-p-nitrobenzoyl-glycerin vom Schmelzp. 153° (korr.). ?) 


f-Benzoyl-a, «’-isopropyliden-glycerin (X). 

20 g f-Benzoyl-glycerin wurden mit 150 ccm wasserfreiem 
Aceton und 25 g entwissertem Kupfersulfat nach Einleiten von 
etwa 10 ccm Chlorwasserstoffgas 24 Stunden geschiittelt, dann 
5 g Silbercarbonat zugefiigt, wieder 1 Stunde geschiittelt und filtriert. 
Die filtrierte Acetonlésung verdampfen wir unter vermindertem 
Druck und arbeiteten den Riickstand mit 60 ccm Petrolither von 
30° durch, bis die geringen ungelésten Anteile (unverindertes 
Benzoyl-glycerin) krystallisierten. Wir kihlten auf 15—20°, fil- 
trierten und verjagten aus dem Filtrat den Petrolaither. Dabei 
hinterblieben 19,2 g rohes -Benzoyl-isopropyliden-glycerin ent- 
sprechend 80°/, d. Th. Zur Reinigung geniigte 1—2malige Kry- 
stallisation aus 60 ccm Petrolather, wobei man aber, um gréBere 
Verluste zu vermeiden, zweckmaBig auch die Mutterlaugen ver- 
arbeitet. Ausbeute 15,3 g reine Substanz vom Schmelzp. 33° 

0,1036 g Substanz gaben 0,2513 g CO, und 0,0648 g H,O. 

C,,H,,0, (236,1) Ber. C 66,07 H 6,83 Gef. C 66,15 H 7,0. 

Spréde, zentimeterlange, schief abgeschnittene Prismen oder 
auch diinne Platten, die sich in fast allen gebrauchlichen or- 
ganischen Mitteln leicht lésen. Beim vorsichtigen Verreiben, ja 
sogar beim Vermengen mit a-Benzoyl-a’,f#-isopropyliden-glycerin 
(#-Benzoyl-aceton-glycerin*), das bei 34,5° schmilzt, tritt Ver- 
fliissigung ein. 


1) Hill, Whelen, Hibbert a.a. O. 
*) Fischer, Ber. chem. Ges. 53, 1630 (1920). 
5) Ber. chem. Ges. 53, 1592 (1920). 
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f-Acetyl-glycerin (Formel IIIb). 

f-Acetyl-a,c’-benzyliden-glycerin (IIb): 10g «@,a’-Ben- 
zyliden-glycerin wurden mit 7,5 g Pyridin und 7,5 g Hssigsiiure- 
anhydrid vermischt, 24 Stunden bei 5° aufbewahrt und dann in 
250 ccm Hiswasser gegossen. Das ausfallende Ol verwandelt sich 
beim Umriihren sehr schnell in eine Aufschlimmung zentrisch 
vereinigter farbloser Nadelchen. Nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsiccator iiber Phosphorpentoxyd und Atzkali betrug die Aus- 
beute 11,5 g entsprechend 94°/, d.'Th. Das Rohprodukt ist schon 
so rein, daB durch Umkrystallisieren aus Alkohol oder Ligroin 
keine Erhéhung des Schmelzp. 101° erzielt werden kann. 

Fiir die Analyse war noch bei 100° unter 0,1 mm sublimiert. 

4,555 mg Substanz gaben 10,779 mg CO, und 2,512 mg H,0. 
C,,H,,0, (222,1) Ber. C 64,83 H 6,35 Gef. C 64,54 H 6,17 

Leicht léslich in Ather, Benzol, Chloroform, Tetrachlormethan, 
warmem Ligroin und in Methylalkohol, schwer in kaltem Athyl- 
alkohol, iuBerst schwer in Wasser und kaltem Petrolither. Aus 
Alkohol erhalt man zentimeterlange Nadeln, wihrend das subli- 
mierte Priparat sechsseitige Tafeln bildet. 

f-Acetyl-glycerin: Die Spaltung der Benzyliden-Ver- 
bindung durch katalytische Hydrierung in alkoholischer Suspen- 
sion, genau wie bei der Benzoyl-Verbindung ausgefiihrt, war nach 
3 Stunden beendet. Fiir 2 g Material wurden 435 ccm Wasser- 
stoff (20°, 769 mm) verbraucht. Nach dem Verdampfen des Fil- 
trats und langerem Verweilen des Riickstandes im Hochvakuum 
hinterblieb das Acetyl-glycerin in sehr guter Ausbeute als farb- 
loses, viskoses Ol, das so gut wie vollstindig unter 0,3 mm bei 
117—118° Innentemperatur (Bad 125°) iiberging. 


0,0908 g Substanz gaben 0,1496 g CO, und 0,0606 g H,0. 


C.H,,0, (184,1) Ber. C 44,75 HH 7,52 Gef. C 44,93 H 7,47 
dj? = 1,212 na’ = 1,4527 
Mp Ber. 29,88 Gef. 29,87 


Mit Benzaldehyd in Gegenwart von gegliihtem Kupfersulfat 
und wenig Chlorwasserstoff haben wir aus 0,25 g f-Acetyl-glycerin 
0,2 g umkrystallisiertes #-Acetyl-a,«’-benzyliden-glycerin vom 
Schmelzp. 100° zuriickerhalten entsprechend 49°/, d. Th. 

Bei der Behandlung des Acetyl-glycerins mit p-Nitro-benzoy]l- 
chlorid und Pyridin erhielten wir f-Acetyl-«,«’-di-p-nitrobenzoyl- 
glycerin vom Schmelzp. 161—162° (korr.)}). 


1) Fischer, Ber. chem. Ges. 53, 1626 (1920). 








218 Max Bergmann und Nea! M. Carter, 


f-Palmityl-a,«’-benzyliden-glycerin (IV). 

Zur gekiihlten Lésung von 18 g a,a’-Benzyliden-glycerin in 
25 ccm wasserfreiem Pyridin wurden langsam 25 g Palmitinsiure- 
chlorid unter dauerndem Schiitteln und Kiihlen zugetropft. Nach- 
dem noch 18 Stunden bei 20° aufbewahrt war, wurde mit 500 ccm 
Kiswasser durchgearbeitet. Die entstandene rasch festwerdende 
Abscheidung wurde mit neuen Portionen Kiswasser verrieben, bis 
sie den Geruch nach Pyridin verloren hatte. Das getrocknete 
farblose Produkt wog 32g. Es war ein Gemisch von 2 Sub- 
stanzen, von denen wir zunachst nur die schwerer lésliche unter- 
sucht haben. 

Wir haben das Gemisch in 200 com warmem Petrolither 
gelést, filtriert und auf Zimmertemperatur gekiihlt. Dabei schieden 
sich lange, spréde, farblose prismatische Nadeln ab. Die Mutter- 
lauge haben wir stufenweise weiter eingeengt und die bei Zimmer- 
temperatur entstandenen Abscheidungen filtriert und dies fort- 
gesetzt, bis die Abscheidung einer zweiten Krystallart in Form 
von Aggregaten sehr viel kleinerer Nidelchen begann. 

Das schwer lésliche Produkt wurde nach nochmaliger Um- 
krystallisation aus Petrolither schlieBlich in einer Menge von 
18 g (45°/, d. Th.) mit einem Schmelzpunkt von 63,5° erhalten. 
Ks war ein #-Palmityl-a,e’-benzyliden-glycerin. 

Zur Analyse war noch zweimal umkrystallisiert und bei 20° 
und 0,2 mm iiber Paraffin und P,O, getrocknet. 


5,005 mg Substanz gaben 13,675 mg CO, und 4,504 mg H,0. 
C,,H,,0, (418,3) Ber. C 74,58 H 10,12 Gef. C 74,52 H 10,07 


Sehr leicht léslich in Essigester, Aceton, Ather, Benzol, 
Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff, weniger in kaltem Methyl- 
und Athylalkohol, so gut wie gar nicht in Wasser. Das zweite, 
leichter lésliche Reaktionsprodukt haben wir noch nicht untersucht. 
Vielleicht handelt es sich um die nach der Theorie zu erwartende 
zweite Form des f-Palmityl-benzyliden-glycerins. ’) 


8-Palmityl-glycerin (V). 
7g der eben beschriebenen Benzyliden-Verbindung vom 
Schmelzp. 63,5° wurden in 120 ccm absolutem Athylalkohol sus- 
pendiert bei Gegenwart von 1 g Palladiumschwarz mit Wasser- 
stoff behandelt. Nach 11/, Stunden waren 780 ccm Wasserstoff 


1) Uber einen ahnlichen Isomeriefall ygl. Hibbert und Carter, Journ. 
Amer. chem. Soc. 50, 3376 (1928). 
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(0°, 760 mm) aufgenommen an Stelle der berechneten 751 ccm. Die 
vom Edelmetall filtrierte Lisung schied beim EKinengen unter 
geringem Druck 5,3 g f-Palmitin ab entsprechend 96°/, d. Th. 
Ein- bis zweimalige Krystallisation geniigte zur vélligen Reinigung. 
Der Schmelzpunkt konnte dabei nicht iiber 69° getrieben werden. ') 
Die Schmelze krystallisierte beim Abkiihlen und schmolz dann 
wiederum bei 69°. Aus Athanol oder Benzol krystallisiert, schmolz 
das Glycerid bei 68,5°. 

Die lufttrockne Substanz verlor bei 20° und 0,2 mm nicht 
mehr an Gewicht. 


3,527 mg Substanz gaben 8,940 mg CO, und 4,504 mg H,0. 
C,oH 330, (330,3) Ber. C 69,03 H 11,60 Gef. C 69,13 H 11,54 


£-Palmityl-glycerin krystallisiert aus Ather in diinnen, fettig 
gliinzenden und ebenso anzufiihlenden Blittchen, die sich sehr 
leicht in Chloroform, ziemlich leicht in Athyl- und Methylalkohol 
sowie in Aceton lésen. Sie werden ferner auch erheblich in der 
Wirme von Ather, Benzol, Kssigester, Tetrachlorkohlenstoff und 
Ligroin aufgenommen. Sehr schwer lésen heifes Wasser und 
heiBer Petrolither. 

Riickverwandlung in die Benzyliden-Verbindung IV: 
0,5 g @-Palmitin wurden mit 4 ccm reinem Benzaldehyd so weit 
erwirmt, bis klare Lésung eingetreten war und in diese einige 
wenige Blasen sorgfaltig getrocknetes Chlorwasserstoff-Gas ein- 
geleitet. Beim Kiihlen erfolgte jetzt keine Krystallisation mehr. 
Nach Zusatz von 1,5 g entwassertem Kupfersulfat wurde noch 
2—3 Tage unter 6fterem Umschiitteln bei Raumtemperatur und 
Ausschlu8 von Feuchtigkeit aufbewahrt. Jetzt wurde mit 5 ccm 
absolutem Alkohol verdiinnt, schnell iiber etwas Tierkohle filtriert, 
mit Silbercarbonat der Chlorwasserstoff entfernt, wieder filtriert, 
verdampft und bei 0,2 mm Druck auf 80° erwirmt, um den 
UberschuB des Benzaldehyds méglichst auszutreiben. Die hinter- 
bleibende krystallinische Masse wurde in etwas warmem Alkohol 
gelést, die Lésung auf 1—2 ccm eingedampft und durch starke 
Abkihlung 0,48 g Benzyliden-Verbindung zur Krystallisation ge- 
bracht entsprechend 75°/, d. Th. Schmelzpunkt des Rohproduktes 
60°. Einmalige Krystallisation aus Petrolither geniigte zur Reini- 
gung. Schmelzp. 63° und bei der gleichen Temperatur schmolz 
das Gemisch mit einem f-Palmityl-benzyliden-glycerin, das aus 
Benzyliden-glycerin bereitet war. 





) a-Palmitin schmilzt nach Fischer, Bergmann und Baerwind bei 
78—79° bzw. 74—75° vgl. Ber. chem. Ges. 53, 1589 (1920). 
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a-Palmityl-a’,f-benzyliden-glycerin (VII). 

0,5 g a@-Palmitin®) wurde mit Benzaldehyd, Kupfersulfat und 
Chlorwasserstoff ganz auf die gleiche Weise kondensiert und auf- 
gearbeitet, wie es im vorhergehenden Abschnitt beschrieben ist. 
Da die Reaktionsprodukte, die etwas Kupferverbindungen enthielten, 
nicht zur Krystallisation zu bringen waren, wurden sie in 10 ccm 
Benzol aufgenommen und mit waBriger Ammoniaklésung von 1°/, 
durchgeschiittelt, bis sich diese nicht mehr blau fairbte. Nun 
wurde der Benzolteil unter geringem Druck verdampft, in 10 ccm 
absolutem Alkohol gelést und auf —20° gekihlt. Hierbei schied 
sich die Benzyliden-Verbindung krystallisiert ab. Sie wurde bei 
nicht mehr als —15° abgesaugt (0,4 g = 63°/, d.Th.). Zur volligen 
Reinigung wurde noch mehrmals in der gleichen Weise aus wenig 
Alkohol krystallisiert, wobei der Schmelzpunkt nicht iiber 35° 
stieg. 

Ein zweiter Versuch, bei welchem ausschlieBlich Kupfersulfat 
als Kondensationsmittel angewandt wurde, gab ganz das gleiche 
Resultat. 

Beim T'rocknen unter 0,1 mm verlor die lufttrockene Substanz 
nicht an Gewicht. 

4,100 mg Substanz gaben 11,225 mg CO, und 3,730 mg H,0. 
C,,H,,0, (418,3) Ber. C 74,58  H 10,12 Gef. C 14,67 H 10,18 


Winzige, farblose Nidelchen, die sich in allen organischen 
Mitteln auBer stark gekiihltem Athylalkohol leicht lésen. So gut 
wie unldslich in Wasser. 


3-Palmityl-a, «’-isopropyliden-glycerin (V1). 

2 g $-Palmitin wurden mit 35 ccm entwissertem Aceton und 
5 g wasserfreiem Kupfersulfat 3 Tage bei 20° geschiittelt, dann 
iiber Tierkohle filtriert und unter geringem Druck verdampft. Es 
hinterblieb eine farblose, krystallinische Masse, die sich in 20 ccm 
Petrolither schon in der Kilte gréBtenteils léste (Riickstand 0,2 g 
unverandertes 8-Palmitin). Der Petrolather-Kxtrakt gab beim Ver- 
dampfen 1,7 g der in der Uberschrift genannten Verbindung ent- 
sprechend 75°/, d. Th. Das Rohprodukt schmolz bei 40°; es 
wurde fiir die Analyse mehrmals in wenig absolutem Alkohol. 
gelést und durch starke Abkihlung wieder abgeschieden. Die 
lufttrockene Substanz verlor unter 0,1 mm nicht mehr an Gewicht. 





1) Originalpriparat von Fischer, Bergmann und Baerwind, Ber. 
chem. Ges. 58, 1604 (1920). 
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4,618 mg Substanz gaben 12,046 mg CO, und 4,705 mg H,0O. 
C..H4,0, (370,83) Ber. C 71,29 H 11,43 Gef. C 71,14 H 11,40 

8-Palmityl-«,c’-isopropyliden-glycerin bildet verhiltnismibig 
groBe, diinne, spréde Platten vom Schmelzp. 44°. Es ldést sich in 
fast allen organischen Mitteln mit Ausnahme von gekiihltem Methy]- 
und Athylalkohol und gekiihltem Petroliither. 

Die Kondensation des f-Palmitins mit Aceton fihrte unter 
Umlagerung des Acylrestes zum a-Palmityl-a’,f-isopropyliden- 
glycerin IX vom Schmelzp. 35°, als wir Chlorwasserstoff in Gegen- 
wart von Natriumsulfat als Kondensationsmittel verwendeten. Und 
zwar wurde 1 g #-Palmitin mit 25 ccm wasserfreiem Aceton, das 
1°/, Chlorwasserstoff enthielt, und mit 3 g wasserfreiem Natrium- 
sulfat 21/, Tage geschiittelt und in der tiblichen Weise aufgearbeitet. 
Erhalten wurden 0,8 g Rohprodukt der Verbindung IX entsprechend 
72°/, d. Th. Umkrystallisation aus absolutem Alkohol ergab den 
Schmelzp. 33°. Ein Gemisch mit dem Originalpriparat des ,,Pal- 
mityl-aceton-glycerins“ von Fischer, Bergmann und Baerwind?’) 
schmolz bei 33—34° Wir merken bei dieser Gelegenheit, daB 
wir den von den genannten Autoren angegebenen Schmelzpunkt 
von 34—35° nicht genau reproduzieren konnten, sondern auch 
fiir ihr Originalpraparat den Schmelzp. 34° fanden. 

Nachdem die Acetonierung des f-Palmitins verschieden ver- 
liuft mit und ohne Gegenwart von freiem Chlorwasserstoff, schien 
es uns zu Vergleichszwecken erwiinscht, auch die Acetonierung 
des a-Palmitins (Originalpriparat von Fischer, Bergmann und 
Baerwind) mit Kupfersulfat als einzigem Kondensationsmittel, 
also in Abwesenheit von freiem Chlorwasserstoff, durchzufiihren. 
Ks schien uns namlich nicht ganz ausgeschlossen, daB aus «-Pal- 
mitin bei dieser Behandlung dieselbe Aceton-Verbindung entstehen 
kénnte wie aus unserem f-Palmitin. Dann wire die Kupfersulfat- 
Methode nicht brauchbar gewesen fiir die Strukturermittlung unseres 
8-Palmitins. Wir haben uns aber tiberzeugt, daB «-Palmitin mit 
Aceton und Kupfersulfat das «-Palmityl-e’,@-isopropyliden-glycerin 
IX vom Schmelzp. 35° liefert, im Gegensatz zum f-Palmitin, das 
unter den gleichen Versuchsbedingungen das isomere §-Palmityl- 
isopropyliden-glycerin vom Schmelzp. 44° liefert. Also ist die 
Struktur unseres f-Palmitins auch nach dieser Richtung sicher- 
gestellt. *) 


1) A. a. O. 1603. 
?) Ein anderer Strukturbeweis liegt in dem weiter oben beschriebenen 
Verlauf der Benzaldehyd-Kondensation der beiden Monopalmitine. 














222 


Zur Kenntnis der Paulyschen Diazoreaktion. 
Von 


Erich Gebauer-Fiilnegeg. 


(Northwestern University Medical School, Dep. of Research Bacteriology, Chicago, III.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1930.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen iiber gewisse, in der Natur 
vorkommende Imidazolderivate sollte der Versuch unternommen 
werden, dieselben in Form ihrer Kondensationsprodukte mit 
diazotierten Basen zu isolieren. 

Ks wurde hierbei die Beobachtung gemacht, daB die Pauly- 
sche Diazoreaktion, d. i. die Kondensation von Tyrosin oder von 
Substanzen, die den Imidazolring enthalten, mit diazotierter 
Sulfanilsiure in erwiinschter Weise modifiziert werden kann. 
Werden niimlich an Stelle der obenerwihnten Diazokomponente 
nichtsulfonierte aromatische Basen verwendet, so sind die resul- 
tierenden Farbstoffe in gewissen organischen Lésungsmitteln léslich. 
Diese Eigenschaft erméglicht ihre Isolierung, da aus dem wiBrigen 
Reaktionsgemenge das Kondensationsprodukt mit geeigneten orga- 
nischen Lésungsmitteln extrahiert werden kann. 

Als geeignete Komponenten zum Studium dieser Erscheinung 
wurde einerseits Histamin gewahlt, in Anbetracht der wachsenden 
Interessen, welche diesem Kérper in der Biochemie zukommt und 
andererseits diazotiertes p-Nitranilin sowie diazotiertes p-Toluidin 
als Vertreter nichtsulfonierter aromatischer Basen. 

Es wurde hierbei gefunden, daB Histamin mit den genannten 
diazotierten Komponenten Farbstoffe lieferte, welche in Butyl- 
alkohol léslich sind. Dieselben kénnen daher leicht und ginzlich 
aus der wibrigen sodaalkalischen Reaktionsfliissigkeit mittels 
Butylalkohol ausgeschiittelt werden. 

Chloroform hingegen lést und extrahiert nur den aus Histamin . 
mittels diazotiertem p-Toluidin erzeugten Farbstoff. Dies diirfte 
seinen Grund in der Tatsache haben, dab der p-Nitranilinfarbstoff 
in der stark sodaalkalischen Lisung als ,Aci“-Salz vorliegt, 
welches sich erwarteterweise in Chloroform nicht lést. 
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Die Farbstoffe haben sowohl in der wiabrigen Lésung als 
auch im organischen Lésungsmittel die gleiche Farbe. Ein tiefes 
Weinrot im Falle des Histamin-p-Nitranilinfarbstoffes bzw. ein 
lichteres Orangerot fiir das Histamin-Toluidin-K ondensationsprodukt. 

Als die analogen Farbstoffe aus p-Nitranilin und p-'oluodin 
einerseits und Tyrosin andererseits untersucht wurden, wurde 
festgestellt, daB sich dieselben verschieden verhielten. Der 
p-Nitranilinfarbstoff konnte nicht zur Ginze aus der wibrigen 
alkalischen Lésung mittels Butylalkohol extrahiert werden. Auch 
die Farbe, mit der sie sich im Butylalkohol listen, war ver- 
schieden. Wihrend nidmlich der Histaminfarbstoff, wie bereits 
erwihnt, in der waBrigen Lésung sowie auch in dem organischen 
Lésungsmittel gleichgefirbt erschien, léste sich der p-Nitranilin- 
Tyrosinfarbstoff, der in alkalischer waBriger Liésung rot ist, in 
Butylalkohol mit brauner Farbe. Diese EKigenschaft erméglicht 
eine verhaltnismaBbig einfache Methode zur Erkennung von Histamin 
und Tyrosin, einzeln oder im Gemenge. 

Zur Erkennung dieser beiden Substanzen waren bisher eine 
der nachfolgenden Methoden vorgeschlagen worden: 

1. Zwei separate Versuche: Beispielsweise die Paulysche 
Diazoreaktion und die Millonsche Probe?) oder 

2. wurde nach dem Vorschlage von Friedmann und Gut- 
mann?) das Reaktionsgemenge nach erfolgter Paulyreaktion 
angesiuert. Hierbei sind die Farbstoffe aus Histamin bzw. Tyrosin 
verschieden. Die Farbunterschiede sind jedoch schwer unter- 
scheidbar. 

3. Endlich fand K. Inouye‘) eine Verschiedenheit beim 
Benzoylieren in Gegenwart von Soda. Benzoyliertes Histamin 
gibt naimlich die Paulyreaktion, wihrend Benzoyltyrosin keine 
Farbstoffbildung zeigt. Siehe auch Totanis Reduktionsmethode 
fiir Histidin.*‘) 

Zur Ausfiihrung der Kondensation wird p-Nitroanilin diazo- 
tiert und in sodaalkalischer Liésung mit Tyrosin oder Histamin 
versetzt, wobei dieselben Bedingungen eingehalten werden, wie 
sie fiir die Paulyreaktion gebriiuchlich sind. Hierauf wird die 
rote Lésung mit Butylalkohol ausgeschiittelt. Ist Histamin allein 
in der Probe, so ist die butylalkoholische Lésung von der gleichen 





1) H. Pauly, Diese Z. 94, 285 (1915). 
2) Biochem. Z. 27, 491 (1910). 

°) Diese Z. 83, 79 (1913). 

*) Biochemie. J. IX., 385 (1915). 
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Farbe wie die wiBrige Liésung vor dem Ausschiitteln war. Die 
wiBrige Lisung 14Bt sich leicht und ginzlich entfarben. 

Ist Tyrosin allein vorhanden, so fiarbt sich die butyl- 
alkoholische Schicht beim Ausschiitteln braun, wihrend die wiBrige 
Schicht rot bleibt und sich nur schwierig extrahieren laBt. In 
sehr verdiinnten Lésungen erscheint die wiBbrige Schicht rosa mit 
einem violetten Stich, wihrend die butylalkoholische Schicht 
gelbbraun ist. 

Eine Mischung von Histamin und Tyrosin wird daran er- 
kannt, daB sich die wiBrige Lésung einerseits nicht ginzlich 
extrahieren la8t und andererseits die Butylalkoholschicht rot- 
braun ist. 

Die oben kurz beschriebene Reaktion ist ebenso empfindlich 
wie die Paulysche Reaktion selbst. Es soll jedoch darauf auf- 
merksam gemacht werden, daB in fuBerster Verdiinnung Vorsicht 
geboten ist, da diazotiertes p-Nitranilin sich aus alkalischer 
Lésung mit gelber Farbe in Butylalkohol lést, ein Verhalten, das 
etwa zu Verwechslungen mit geringen Mengen Tyrosin AnlaB 
geben kénnte. 


Zusammenfassung. 


Zur Krkennung von Imidazolderivaten und von Tyrosin wurden 
diese mit nichtsulfurierten diazotierten aromatischen Basen ge- 
kuppelt. Die erhaltenen Farbstoffe sind in gewissen organischen 
Lésungsmitteln léslich. Bei Verwendung von diazotiertem p-Nitr- 
anilin liBt sich in ein und derselben Probe das Vorhandensein 
von Tyrosin und Histamin einzeln oder ein Gemenge der beiden 
Substanzen infolge der Farbverschiedenheit beim Ausschiitteln 


mit Butyalkohol erkennen. 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins. 


II. Mitteilung. 
Von 


S. Edlbacher und J. Kraus. 
(Unter Mitwirkung von N. Scheurich.) 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Physiologischen Institutes Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1930.) 


Der eine von uns (E.) hat in dieser Zeitschrift') iiber ein in 
der Leber vorkommendes Ferment, Histidase genannt, berichtet, 
das bei alkalischer Reaktion das Histidin unter Ammoniakbildung 
zu zerlegen vermag. In der vorliegenden Abhandlung teilen wir 
nun die Versuche mit, die wir zur Klirung dieser Reaktion an- 
gestellt haben. 

Nach neuerlicher und ausfiihrlichster Untersuchung, an der 
sich auch Herr Dr. E. Simons beteiligt hatte, konnte fir die 
Reaktion ein p,-Optimum bei 8—9 gefunden werden, mit einem 
flachen Abfall der Kurve nach beiden Seiten. Bei der Reaktion 
werden maximal ?/, des im Histidin gebundenen Stickstoffes als 
Ammoniak in Freiheit gesetzt und es kommt somit zu einer Auf- 
spaltung des Imidazolringes. 

Die Untersuchung einer Reihe von Tierarten ergab, daB bei 
der angegebenen Reaktion die Leber von folgenden Arten Histidase- 
spaltung zeigte: Mensch, Hund, Katze, Rind, Kaninchen, Meer- 
schweinchen, Ratte, Huhn, Taube und Frosch. Auf Grund dieses 
Befundes diirfte wohl anzunehmen sein, daB die Histidase bei 
allen Wirbeltieren in der Leber vorkommt. Die Klirung der 
Spaltungsreaktion stieB zunichst auf groBe Schwierigkeiten, da 
die Aktivitit der verwendeten Organbreie und Extrakte eine 
relativ geringe ist und dadurch in die Ansitze eine grobe Menge 
von Ballaststoffen gelangt, die einer Isolierung der iibrigen Spalt- 
produkte uniiberwindliche Schwierigkeiten entgegensetzen. In 





1) Diese Z. 157, 106 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 15 
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dieser Hinsicht sind die Verhialtnisse viel ungiinstiger als bei der 
Erforschung der Arginasereaktion, denn bei dieser gelingt es leicht, 
hochaktive Fermentlésungen zu erhalten. 

Ks ergab sich also daher die Notwendigkeit, relativ gereinigte 
Fermentlésungen herzustellen. Ehe ein solches Reinigungs- 
verfahren ausgefihrt wurde, stellten wir rein empirisch eine 
Fermenteinheit auf, die uns gestattete, die fortschreitende 
Reinigung des Enzyms zu kontrollieren: 


Zu allen den in der Folge angefiihrten Versuchen benutzten wir mit 
Kochsalz, oder Ringerlésung blutfrei gespiilte Katzenlebern, die sich durch 
ihr besonders giinstiges Spaltungsvermégen am besten eigneten. 

Die Organe wurden mit Quarzsand verrieben und mit der zehnfachen 
Wassermenge Suspensionen hergestellt, die durch Mull koliert wurden. 
Alle Versuche wurden mit Phosphatpufferung (m/5-Lésung) bei py = 8 aus- 
gefiihrt und es wurde die aktuelle Reaktion vor und nach der Expositions- 
zeit elektrometrisch kontrolliert. Sie schwankte nur in geringen Grenzen. 
Als Substrat diente eine auf py = 8 gebrachte Histidinchlorhydratlésung. 
Die Versuche wurden bei 38° unter Toluolzusatz ausgefiihrt. Wie weiter 
unten gezeigt wird, besteht innerhalb gewisser Grenzen praktisch Propor- 
tionalitit zwischen Fermentmenge und Umsatz (das gebildete Ammoniak 
wurde nach der Exposition durch Alkalisierung mit NaOH nach Folin mit 
n/50-Siure destilliert und titriert). 

Ansatz: Steigende Menge Leberbrei, 5 ccm Phosphat, 2 cem Histidin- 
lésung, Endvolumen aller Proben 20 ccm. (38°) Toluolzusatz (py = 8,0), 
Bestimmung des NH, nach Folin durch Titration. 

















Leberbrei Leber ecm n/50-NH, 

in ccm in g 2 Stunden | 6 Stunden | 18 Stunden 
0,2 0,020 0,2 0,6 1,3 
0,5 0,050 0,5 1,1 8,7 
0,75 0,075 08 § 18 5,4 
1,0 0,10 11 8 86| 26 4,8 
2,0 0,20 24 | 61 17,7 
5,0 0,50 60 | 168 34,0 
10,0 1,00 12,4 | 81,0 35,2 











Es wurde auf Grund dieser Zahlen eine Histidaseeinheit 
(H. E.) als jene Fermentmenge bezeichnet, welche in einem Volumen 
von 20 ccm unter obigen Bedingungen aus Histidin in 2 bzw. 
6 Stunden eine Ammoniakmenge freimacht, die 3 bzw. 8 ccm 
n/50-NH, entspricht. 

(H. E.), = 2 Stunden; (H.E.), = 6 Stunden. In der Folge ist 
gewohnlich der 6 Stundenwert verstanden. 

Eine Histidaseeinheit spaltet in dem angefiihrten Versuche 
aus 2 ccm m/5-Histidinlésung in 2 Stunden 5°/,, in 6 Stunden 
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13,3°/, des Histidinstickstoffs als NH, ab. Als zulissig fiir die 
Wertbestimmung ist die Bildung einer Héchstmenge von 16 ccm 
n/50-NH, in 6 Stunden zu betrachten. Innerhalb dieses Grenz- 
wertes besteht praktisch Proportionalitat zwischen Fermentmenge 
und der Menge des gebildeten Ammoniaks. Die in dem ge- 
schilderten Versuch verwendete Leber enthielt pro Gramm 4(H. E.) 
(Histidasewert). 


com NH, 
. 18° 





& 
6 Ansatz: 20ccm Hist. 5 
ia nm 
50 » Puffer(60) 5 
4} Ges-Vol. 20cm, 38° 
2 
0 





 @§03 & 05 © O07 06 © 10 gleber 
+ Queene & © 6 Ff 8 2 F 
ccm Leberextrakt 





Die Histidasemenge eines Priparates ist: 
aD = (H.E.),, bzw. =“ = (H. E.), 

X, bzw. X, ist die in 2 bzw. 6 Stunden entwickelte Ammoniak- 
menge, in Kubikzentimeter n/50-NH, ausgedriickt. 

Bei den nun angefiihrten Reinigungsversuchen ergab sich, 
daB durch Abzentrifugieren der wiBrigen Suspension fast die ganze 
Fermentmenge in der Fliissigkeit bleibt, wihrend im Bodensatz 
nur mehr spurenweise Wirkung nachzuweisen ist. Der so vor- 
gereinigte, vom schleimigen Bodenkérper abgegossene Extrakt 
enthalt dann 25—30°/, weniger Stickstoff als vor den Zentri- 
fugieren. 


1 ccm zentrifugierter Extrakt in 2 Stunden... 1,1 cem n/50-NH, 
5 ”? ” ” ” 2 ”  6@ 5,9 ” n/50-NH, 


Der Bodensatz ergab nur eine Spaltung von 0,3 ecem n/50-NH,. 
Mit derartigen auszentrifugierten Extrakten, die praktisch 


so gut wirksam waren wie der urspriingliche Rohextrakt, wurden 
15* 
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nun die verschiedenartigsten Reinigungsversuche angestellt, die 
wir hier nur ganz auszugsweise mitteilen wollen. So wurde z. B. 
versucht, durch Aussalzen mit Natrium- oder Magnesiumsulfat 
weiter zu kommen. Diese Versuche verliefen negativ. Fallung 
der Lésung durch Aceton fiihrte nur zu schwach wirksamen und 
ganz unreinen Priparaten. Hingegen gelang es durch ein hier 
genauer wiedergegebenes Adsorptionsverfahren zu einer gewissen 
Reinigung des Fermentes zu gelangen. Der leitende Gedanke 
bei allen diesen Versuchen war, wie schon oben gesagt wurde, 
der, die Reinigung so weit zu treiben, daB eine priparative 
Darstellung der Spaltprodukte erméglicht wurde. Das unten be- 
schriebene Reinigungsverfahren fiihrte nun zwar nur zu einer relativ 
geringfigigen Reinigung, es gelang aber durch diese Methode die 
gestellte Frage weitgehendst zu lésen. 


Aluminiumhydroxyd (C,) (nach Willstitter) nimmt bei saurer Reak- 
tion alle Histidase auf. Durch Elution gelingt es etwa 50°/, wieder zu er- 
halten. Bei schwach alkalischer Reaktion wird Histidase nur schlecht ad- 
sorbiert. Kaolin wirkt ebenfalls besser in saurer als in alkalischer Lésung. 
Es gelingt aber die Ablésung nicht gut. SchlieBlich wendeten wir eine 
kombinierte Adsorption und Elution mit Tonerde und Kaolin an, durch die 
sich eine 2,5 fache Reinigung erzielen lieB und etwa 40°/, des Fermentes 
wieder gewinnen lieBen. 

Versuch der Reinigung: 

Versuch einer Reinigung mit Kaolin und Al(OH),.") 

Katzenleber mit NaCl-Lésung durchspiilt. 

60 g Leber 300 cem (Stammlésung in Stunden) 2,5 cem Stunden ent- 
halten 0,53 H.E. 

Stammlésung zentrifugiert (Lésung R 1) 2,5 cem R11 enthalten 0,57 H.E. 

220 cem Lésung R1 + 35 cem Kaolin und zentrifugiert (Lésung R 2) 
30 ccm R2 enthalten 0,65 H.E. 

220cecm R2 +35 cem Kaolin und zentrifugiert (Lésung R 3, py = 6,2) 
8,5 ecm R83 enthalten 0,64 H.E. 

210 cem R38 werden mit 9,6 cem n/10-NaOH auf etwa py = 8,0 ge- 
bracht, dann 60 cem Al(OH), zugefiigt und zentrifugiert (Lésung R 4, 
Py = 7,1) 5cem R4 enthalten 0,10 H.E. 

Das Adsorbat von R4 mit 270 cem Phosphat (8,0) m/15 1 Stunde lang 
eluiert (Eluat E7) 5 ecem E7 enthalten 0,26 H.E. 

200 cem R4 und 60cem AKOH),, die Flissigkeit wird dann mit 
12 cem n/10-H,SO, auf py = 5,6 gebracht. Dann zentrifugiert (R5) 5 cem 
R 5 enthalten 0 H.E. 

Das Adsorbat von R5 wird mit 210 cem Phosphat m/15 (8,0) 1 Stunde 
lang eluiert (Eluat E6) 5 cem E6 enthalten 0 H.E. 

Von allen Lésungen Gesamt-N bestimmt. 





1) Konzentration der Al- und Kaolinsuspension: 
100 eem Al(OH),-Sup. enth. 2,43 g Al(OH), 
100 cem Kaolin- _,, » 4,90 g Kaolin. 
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Die Gesamtmenge des Eluates E7 stammt, wie sich aus der Riick- 
rechnung ergibt aus 31,3 g Leber, da zu jeder Adsorption nur ein Teil 
der vorangehenden Lésung benutzt wurde. In der folgenden Tabelle sind 
alle Werte auf die Ausgangsmenge, 60 g Leber umgerechnet. 

H.E. und mg-N aus 60 g Leber: 

















H.E. 

H.E. mg-N — 

Stammlésung Stdn. 63,6 1032 0,063 

’ Sentrifugat Ri ...... 68,4 831 0,082 

Kaolin Restlsg. R2.... 76,0 750 0,10 

Kaolin Restlsg. R3 .... 78,0 690 0,11 

Al(OH), Restlsg. R4... . 10,3 325 0,03 
Al(OH), Restlsg. R5.... 0 103 0 

Wheat BT... ww wee. 26,8 173 0,16 
6 ie Fw ay 0 127 0 


’ 


Im Eluat E 7 liegt somit eine Reinigung auf das 0.063 = 2 fache vor. 
? 


26,8 
Von der Ausgangsfermentmenge sind hier noch ana = 100 = etwa 40°, 


enthalten. Ein Teil der Al(OH),-Adsorbate von R4 und R5 wurde im 
Eisschrank 12 Stunden lang eluiert. Eluat E 6 war auch dann histidase- 
frei, Eluat E 7 enthielt, auf 60 g Leber bezogen 34,5 H.E. (statt 26,8 H.E. 
bei 1 stiindiger Elution). 

Im Anschlu8 daran wurden Versuche iiber die Haltbarkeit der Histi- 
dase bei wechselnder Reaktion gemacht. 

Sie ergaben das folgende Resultat: 

2,5 ccm Katzenleberextrakt 1:10 wurde mit 5 cem Phosphatpuffer 
m/15 2 Stunden und 24 Stunden stehen gelassen. Nach diesen Zeiten wurde 
mit n/10-Lauge, bzw. Séure auf p;; = 8,0 gebracht, noch 5 ccm mit m/5- 
Phosphat (8,0) und 1,5 cem Histidase m/10 zugesetzt. Spaltung 15 Stunden 
38°, Endvolumen 20 cem. 

Spaltung in com n/50-NH;: 











Extrakt mit ; 
5 eem m/15-Phosphat 2 Stunden 24 Stunden 
Pu = 4,5 6,4 1,8 
Pu = 5,6 6,8 5,8 
Pu = 6,5 6,7 6,1 
Pa = 7,2 7,0 6,0 
Pu = 8,0 7,0 5,0 
Pu = 9,2 6,8 5,0 








Bei py = 4,5 ist nach 24 stiindigem Aufbewahren bei Zimmertempe- 
ratur die Wirksamkeit demnach auf etwa 28°/, gesunken. Bei alkalischer 
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Reaktion (9,2) zeigt sich ein langsames Abnehmen der Wirksamkeit, wihrend 
neutrale Reaktion am giinstigsten wirkt. Bei Aufbewahren im Eisschrank 
war die Wirksamkeit nach 5 Tagen auf etwa 50°/, bei py = 8 gesunken. 

Haltbarkeit der Histidase bei p,;, = 8,0: 

Katzenleberextrakt 1:5, zentrifugiert, mehrere Ansiitze. 

2,0 ccm Extrakt. 

5,0 ccm Phosphatpuffer (8,0) m/5. 

11,0 cem Wasser werden im Eisschrank aufbewahrt. Nach Ablauf 
verschiedener Zeiten wird nach Zusatz von 2,0 cem m/5-Histidin 6 Stun- 
den lang bei 38° gespalten. Entsprechende Leerproben. 


Spaltung in ccm n/50-Lauge abziiglich Leerwert. e 
Mischung frisch angesetzt 5,1 cem n/50-NaOQH 
Mischung nach 1 tiigigem Stehen 3,7 _,, . 
” ”? 2 ” ”? 3,3 ” ” 
? ” 4 ” ” 2,4 ” ” 
” 9 o ” 9”) 2,8 +P] ” 


Wie wir in den spiiter zu schildernden gréBeren Ansitzen fest- 
stellen konnten, bleibt die Histidase auch bei tagelangem Ver- 
weilen im Brutschrank noch wirksam. 

Versuche, die Ballaststoffe durch Trypsinverdauung abzubauen 
und diese Produkte dann durch Dialyse zu entfernen, scheiterten 
daran, daB Trypsin die Histidasewirkung aufhebt. Endlich wurden 
noch zahlreiche Dialyseversuche ohne vorherige Trypsinbehand- 
lung zu Reinigungszwecken unternommen. Sie ergaben Resultate, 
die darauf hindeuten, daB der Histidasekomplex vielleicht in Teil- 
fermente aufgelést werden kann. Wird der waBrige Ferment- 
extrakt dialysiert, so tritt, wie zu erwarten war, allmihlich eine 
Niederschlagsbildung ein. Die davon abgetrennte klare Fliissig- 
keit ist fast unwirksam, aber auch im Bodensatz ist eine Ab- 
nahme der Aktivitit zu verzeichnen. Vereinigung der beiden 
Komponenten fiihrt wieder zur urspriinglichen Aktivitat. Es 
handelt sich demnach um eine Aufteilung des Fermentes oder 
um eine in der Dialysefliissigkeit anwesende aktivierende Substanz. 
Die Ergebnisse dieser Versuche waren schwankend und miissen 
noch einer griindlichen Uberpriifung unterzogen werden. Wir 
sind mit diesen Versuchen noch beschiftigt, da sie durch die 
Arbeiten von Waldschmidt-Leitz und von Grassmann iber 
die Aktivierung der Proteasen ein erhdhtes Interesse gewinnen. 

Dialysierversuche mit wiBrigen Katzenleberextrakt: 

In der Absicht einer Fermentreinigung wurde zentrifugierter Extrakt 
1:5 in 50 ccm Hiilsen (Schleicher und Schill) gegen flieBendes Leitungs- 
wasser dialysiert. Nach ein oder mehrtigigem Dialysieren tritt eine Klirung 


des Extraktes ein unter Abscheidung eines flockigen Niederschlages. Um 
den Histidasegehalt von Klarfliissigkeit und Bodensatz zu ermitteln, wurde 
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nach 8tiigigem Dialysieren der Inhalt einer Hiilse durch Schiitteln gut ge- 
mischt, dann wurden 20 cem der Suspension zentrifugiert. Die klare 
Fliissigkeit wurde méglichst vollkommen abgegossen. Der Bodensatz wurde 
mit Wasser wieder auf das Volumen 20 cem gebracht. 


Histidinspaltung 6 Stunden. 
ecm n/50-NH, 
1. 5 cem Klarfliissigkeit 5 Puffer 8,0 m/5 2 cem Histidin m/5,8 cem H,O 0,9 
2.5 ,, Bodensatz 5 , 80m/5 2 ,, ys m/5,8 , H,O 2,2 
Summe 3,1 
Zur Kontrolle wurde die Histidasespaltung gepriift in 5 cem des 
dialysierten durchgeschiittelten, nicht zentrifugierten Extraktes. 


(6 Stunden) 5 ccm Extrakt 5 Puffer m/58,0 2 ccm Histidin m/5, 8 cem H,O 
4,4 ccm n/50 NH, (Leerwerte iiberall abgezogen). 


Klarfliissigkeit und Bodensatz waren demnach getrennt weniger 
wirksam als in Mischung. 

Obiger Versuch wurde daher 6fters wiederholt. Zur weiteren 
Kontrolle wurde die Histidasewirksamkeit eines Gemisches gleicher 
Teile Klarfliissigkeit und Bodenfliissigkeit gepriift. Dieses Ge- 
misch muBte ebenso wirksam sein wie eine entsprechende Menge 
des dialysierten durchgeschiittelten Extraktes: 


Spaltungsansiitze wie sonst. Leerwerte schon abgezogen. 





ia Tage dialysiert. 


1. 10 ccm dialysierter Extrakt . . . . . 6,8n/50-NH, 
2. 10 cem Klarfliissigkeit . . . . . . . 1,2 n/50-NH, 
8. 10 ccm Bodensatzflissigkeit . . , 2,8 n/50-NH, 
4, 10 ccm Klarfliissigkeit und 10ccm Boden- 


satz (entsprechend 10 ccm dial. Extrakt) 6,9 n/50-NH, 


Nach der Histidinspaltung wurde der p,,-Wert der Ansiitze elektro- 
metrisch gemessen. 





1. Pu = 7,78 

2. Po = nou | somit keine nennenswerte p,,- Verschiebung. 

3. Py = 7,93 

Il. 5 Tage dialysiert 
n/50-NH, 
1. 10 ccm dialysierter Extrakt. . . .. . 2,6 
2. 10 cem Klarfliissigkeit. . . . .... poe 
1,6 6 

3. 10 ccm Bodensatz . . 1,4)’ mr 
4. 10 ecm Klarfliissigkeit + 10 ¢ ecm +» Medeneete 2,6 


Nach mebrtagigem Dialysieren wurde der Extrakt meist saner (Pp e twa 5 8). 





Ill. 2 Tage dialysiert. 


= -NH, 
a 6,7 statt 14,0 


1. 10 cem Klarflissigkeit . 
2. 10 cem Bodensatz . 
3. 10 ccm Klarflissigkeit + 10¢ ccm | Bodensats on 
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IV. 3 Tage dialysiert. 


1. 10 ccm dialysierter Extrakt. . . . . . 6,5 
2. 10 cem Klarfliissigkeit. . . . ... . se wy 
3. 10 ecm Bodensatz 3, 3,6 statt 6,1, ber. 6,5 


4. 10 ecm n Klarflissigkeit + 10¢ ecm | Boteneete 6,1 


V. 1Tag dialysiert. 


1. 5cem Klarfliissigkeit . ..... =. 88 
1. 5eem Bodensatz. . . ...... *Li ee ee 
3. 5 ecm Klarfliissigkeit + 5 ecm Bodensatz 6,0 











Zusatz steigender Mengen Klarflissigkeit zur gleich bleibenden Boden- 
satzfliissigkeit: 


Katzenleber 1:5, 2 Tage dialysiert, Histidinspaltung 22 Stunden, py, = 8,0. 


1 cem Klarfliissigkeit . . . . . . 2,1 n/50-NH, 
Ds 6 « « © » 86 aO-Re, 
i. i . . . . « « 20,4 n/50-NH, 
20, ‘ . 2... . 80,6 n/50-NH, 
5 ,, Bodensatzfliissigkeit . . . . 5,6 cem n/50-NH 
1eem Klarfliissigkeit + 5ecm Bodensatzfliissigkeit 11,8 statt 7,7¢emn/50-NH 
2 ” ”? + 5 ” ” 14, T ” 9, 4 ”) n/50- .NH, 
10 » 9 +5 ,, - 29.9 7 26,0 » n/50-NH, 
20 ,, ” +5 ” 31,7 ,, 36,2 ,, n/50-NH; 
Bei 1 cem Klarfliissigkeit ist die Aktivierung 53°/, 
? 2 ” ” ” ” ” 56°/, 
” 10 ” ”? ” ” ”? 12°/, 


Versuche zur Isolierung der entstandenen Reaktionsprodukte. 


DaB der bei der Reaktion abgespaltene Stickstoff tatsichlich 
als Ammoniak und nicht etwa in Form eines Alkylamins 
abgelist wird, lieB sich in wiederholten Versuchen einwandfrei 
dadurch zeigen, daB das Ammoniak aus der Reaktionsfliissigkeit 
nach dem Alkalisieren abdestilliert und in verdiinnter Salzsiure 
aufgefangen wurde. Das durch Verdampfen erhaltene Ammonium- 
chlorid wurde erstens im Verbrennungsrobr auf seine Freiheit von 
Kohlenstoff, andrerseits im Herzig-Meyerschen Mikroapparat 
auf abspaltbares Alkyljodid nach Pregl untersucht. Alle Proben 
erwiesen sich als vollkommen negativ. Es handelt sich also sicher 
nur um Ammoniak. 

Harnstoffbildung konnte ebenfalls nicht nachgewiesen 
werden. Da auch durch die Untersuchungen unseres Laboratoriums 
festgestellt wurde, daB Arginase und Histidase verschiedene 
Enzyme sind’) war seine Bildung auch nicht zu erwarten. Die 


1) Edlbacher u. Simons, Diese Z. 167, 76 (1927). 
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Histidasespaltung verliuft ohne Sauerstoffverbrauch, wie Versuche 
mit Stickstoffdurchleitung ergaben. 


Beispiel: Es wurden gleiche Versuche desselben Extraktes einmal 
mit Sauerstoff und gleichzeitig mit Stickstoffdurchleitung wihrend der Ver- 
suchsdauer untersucht. Sie ergaben: 





- Spaltung in °/, des zugesetzten Histidin. N 











Bei O, | Bei N, 
om —_ = ——— a 
50,5 | 50,3 
62,1 | 62,2 


Es handelt sich also um eine anaerobe Zersetzung. 

Bildung von Kohlensaure lieB sich ebenfalls nicht beobachten. 

Schon in der ersten Abhandlung (a. a. O.) wurde die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB */, des Histidinstickstoffes unter 
Offnung des Imidazolringes als Ammoniak abgespalten werden. 
Tatsichlich wurden auch nie mehr als 66,6°/,, sondern bei ge- 
niigend lange dauernder Reaktionszeit meistens Werte von 50 bis 
60°/, des zugesetzten Histidinstickstoffes als Ammoniak wieder- 
gefunden. In dem gleich zu besprechenden Versuch konnte nun 
auch gezeigt werden, daB das Histidin in dem angegebenen Mabe 
verschwindet, wie es einer Spaltung unter den genannten Be- 
dingungen entspricht. 


Beispiel fiir diesen Versuch: 


Je 100 g Leber nach Durchspiilung mit Ringerlésung mit 200 ccm 
Wasser verrieben. Kolieren. 125 ccm Kaolinsuspension (14 g Kaolin in 
100 ecem) zugesetzt und zentrifugiert. Zur iiberstehenden Fliissigkeit 400 ecm 
Tonerde-Suspension (C, 0,78 g Al,O, in 100 ccm) hinzugefiigt und zentrifugiert. 
Niederschlag mit 300 ecm Phosphatpufferlésung p,, = 8,0, m/15 verrieben und 
im Eisschrank 12 Stunden stehen gelassen, dann Zentrifugieren. Bodensatz 
nochmals mit gleicher Pufferlésung verrieben und nach 1 Stunde zentrifugiert. 
Beide Elutionen vereinigt. Hierzu die lackmusneutralisierte Histidinlésung 
gegeben. Pro 100g Leber wurden so meist 4—5 g Hist. chlor. gespalten, 
so daB 60°/, des N als NH, erscheinen. 


Beispiel einer Spaltung: 

Eine gréBere Menge Histidinchlorhydrat wurde in der angegebenen 
Weise gespalten. Als Kontrolle wurde dieselbe Menge Fermentlésung ohne 
Histidinzusatz wie die eigentliche Probe behandelt. Nach 5 Tagen wurde 
in einem aliquoten Teil das gebildete Ammoniak nach Folin bestimmt. Die 
Spaltung war bis 60°/, gegangen. Nun wurden Probe und Kontrolle mit 
Phosphorsiure schwach angesiuert, die Eiwei8kérper am siedenden Wasser- 
bad koaguliert und vom Koagulum abfiltriert. Der Niederschlag gewaschen. 
Bei dieser Art der Aufarbeitung zeigte sich, wie wir in wiederholten Ver- 
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os 


suchen feststellen konnten, daB von dem zugegebenen Histidinstickstoff im 
Niederschlag nichts zuriickblieb. 


Die Probe enthielt . . . . . . 2576 mg Gesamt-N 
die Kontrolle enthielt . . . .-. 141,, - 


Nun wurden beide Lésungen in 5°/, schwefelsaurer Lésung in der 
iiblichen Weise mit Phosphorwolframséure gefillt. Dadurch gingen un- 
veriindertes Histidin, der gréBte Teil des Ammoniaks und der gréBte Teil 
des Leberballaststickstoffes in den Niederschlag. In den Filtraten der Phos- 
phorwolframsiurefillung befanden sich: 


Probe . . . 1080 mg Ges.-N, davon 137 mg NH,—N 
Kontrolle . . 10mg ss, . 0 mg ™ 


Demnach befanden sich in der Probe: 

1080 mg ges.-N minus 70 mg Ballast-N der Kontrolle = 1010 mg, ver- 
mindert um die noch vorhandenen 137 mg NH,—N, die nicht mit Phosphor- 
wolframsiure gefillt worden waren. Also ein Rest von 873 mg N, der aus 
dem Histidin stammte und nicht mehr mit Phosphorwolframsiure fiillbar war. 


Diese Stickstoffmenge entspricht einem Drittel der an- 
gewandten Histidinstickstoffmenge. In oftmals wiederholten Ver- 
suchen wurde immer wieder diese Bilanz gefunden. 

Daraus ergibt sich der zwingende SchluB, daB das Histidin 
in der Weise gespalten wird, daB zwei seiner Stickstoffatome als 
Ammoniak abgespalten werden. Das dritte N-Atom ist in einer 
durch Phosphorwolframsiure nicht fallbaren Verbindung enthalten. 
Um diese Verbindung zu isolieren, haben wir gréBere Mengen von 
Histidin in der angegebenen Weise gespalten und in den Filtraten 
der Basenfillung nach ihr gefahndet. Die von Baryt -befreiten 
Filtrate wurden bei schwach salzsaurer Reaktion im Vakuum zur 
Trockene gedampft und nun mit 80°/, Alkohol wiederholt aus- 
gekocht, bis alles Organische gelést war. Die Alkoholextrakte 
wurden eingedampft und die Extraktion 4—5 mal mit Alkohol von 
steigender Konzentration wiederholt. Dadurch wurden bis auf 
Spuren die anorganischen Salze, aus Pufferung und Leberextrakt 
stammend, entfernt. Es blieb ein hellgelber Sirup, der durchaus 
nicht krystallisierte und welcher starke Molischreaktion gab. 
Der Sirup wurde mit konz. Salzsiure mehrmals zur Trockene 
gedampft. Dabei trat Schwirzung unter Bildung von karamel- 
artigen Massen ein. Es wurde in Wasser gelést, filtriert und mit 
Tierkohle gekocht. Das fast farblose Filtrat krystallisierte beim 
Einengen zur Sirupkonsistenz. Der braune Krystallbrei wurde 
auf Ton abgepreBt, die Krystalle, die nun fast farblos waren, wurden 
in Alkohol gelist und mit Ather gefallt. Siedep. = 193° unter 
Gasentwicklung. Sie gaben in wiaBriger Lésung Fallung mit 
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Silbernitrat. Die Lésung reagierte deutlich sauer. Zur Reinigung 
wurden sie in ganz wenig Wasser gelist und die Lisung unter 
Kis-Kochsalzkihlung mit Salzsiuregas gesiittigt. Ks krystallisierten 
schneeweiBe Krystalle. Sie wurden in gleicher Weise wiederholt, 
umgefallt und schmolzen bei raschem Erhitzen bei 207° unter 
Gasentwicklung. 

Sie erwiesen sich, wie die nachherige Untersuchung ergibt, 
als Glutaminsiurechlorhydrat. Aus der Leerkontrolle ohne 
Histidin, die 6fters in gleicher Weise untersucht wurde, lieB sich 
keine organische stickstoffhaltige Verbindung isolieren, wie ja 
auch aus der vorhin angefiihrten Stickstoffbilanz hervorgeht, Die 
Identifizierung der Substanz wurde in folgender Weise ausgefiihrt: 


1. Schmelzpunkt. 


Die Substanz schmolz unter Zersetzung bei 207°. Reines Glutamin- 
siure—Chlorhydrat verhielt sich beim Vergleich ebenso. Mischschmelzpunkt- 
bestimmungen ergaben keine Depression. 


2. Aminostickstoff. 


Im van Slykeschen Apparat wurden die freien Aminogruppen 
bestimmt: 

0,1043 g in 10,0 cem Wasser gelést. 

1. 1,85 eem der Lésung geben 2,66 ccm N, bei 23°, 749 mm. 


2. 1,80 ” ”? ” ”? 2,56 ” ” 9 23°, 749 ” 
Gef. 1. 7,63°/, Slyke-N. 
2.752% 
Ber. 7,63 °/, - 


3. Elementaranalyse. 


Wir verdanken die Analysen teilweise der Freundlichkeit von Herrn 
Dr. Roth. Sie ergaben die folgenden Werte: 


4,838 mg Substanz gaben 5,845 mg CO,, 2,36 mg H,O. 


Gef. 32,95, C 5,46 °/) H 
Ber. C,H,,0,NCI, Mg = 183,6 82,70°9,C 5,44°/, H. 
4,064 mg Substanz gaben 0,225 cem N, (25°, 753 mm). 
Gef. 1,69 °/, N Ber. 17,63°/, N. 
5,222 mg Sabstanz gaben 4180 mg Ag(Cl. 
, Gef. 19,80°/, Cl Ber. 19,30°/, Gl. 
4. Drehung. 


0,8876 g Substanz in 25 ccm Wasser gelést, entsprechend einer 3,55°/, 
Lésung an Aminosiéurechlorhydrat oder einer 2,84°/, Lésung an freier 
Aminosiure: Drehung im 2 dm-Rohr a = + 1,59°. 

Hieraus berechnet sich fiir die freie Aminosiiure in Lésung mit der 
iquimolaren Menge HCl [a]?,° = + 28,0° 
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E. Fischer fand fiir Glutaminsiure mit der aiquimolaren Menge HCl 
in der Konzentration von 5—6°,: [a 7° = + 30,45° bzw. —30,05°. 

Wir haben in einem Glutaminsiurechlorhydratpriiparat, das aus EiweiB 
dargestellt war, die Drehung in der gleichen Konzentration wie bei der 
fraglichen Substanz gepriift und gefunden: 

[o]Z° = + 29,4°. 
Es liegt somit (+) Glutaminsiure vor. 

Da also das natiirliche (—) Histidin durch diese Reaktion in die natiir- 
liche (+) Glutaminsiure iiberfiihrt wird, wiirden somit(—) Histidin und 
(+) Glutaminsiure derselben sterischen Reihe angehGren’), wie 
das aus den Untersuchungen von Karrer auch hervorgeht. 


5. Titration nach Willstitter und Waldschmidt- Leitz. 


Sie ergab die Anwesenheit von drei Siureiiquivalenten, (2COOH + 1 HCl) 
und gab den gleichen Wert wie ein Vergleichspriparat von Glutaminsiure- 
chlorhydrat: 


1g Substanz verbrauchte ...... =... 2... . 0,892 g KOH 
1 & ” Se ess <e, YS 0,897 S » 
berechnet fiir 1 g Glutaminsiiurechlorhydrat ae 0,917 ¢ ,, 


Vergleichswert mit reinem Glutaminsiurechlorhydrat fiir 1 .. 0,891g ,, 


6. Phenylsenfélderivat. 


Zur weiteren Identifizierung wurde die Substanz in die 1-Phenyl-2-Thio- 
hydantoin-4-Propionsiure iiberfiihrt. 0,5 g Glutaminsaurechlorhydrat (1 Mol) 
gelést in 1 ccm Wasser und mit alkoholischer n-KOH unter allmahlichem 
Zusatz von 10 cem 96°/, Alkohol bis zur schwachen Blaufairbung von Thymol- 
phthalein titriert. Zufiigen von 0,32 ecm frisch destilliertem Phenylsenfdls; 
zwei Stunden im Wasserbad am RiickfluBkiihler gekocht. Der Alkohol ver- 
dampft, mit verdiinnter Salzsiiure sauer gemacht, 12 Stunden im Eisschrank 
aufbewahrt; das anfingliche Ol erstarrt. Nun im Mérser mit ganz wenig 
Wasser ze rrieben und das Ungeléste aus 10 ccm heiBem Wasser um- 
krystallisiert. Die anfangs élige Ausscheidung erstarrt zu Krystallaggregaten. 
0,6 g vom Schmelzp. 169—173°.?) Dasselbe Priiparat aus reiner Glutamin- 
siure zeigte identischen Schmelzpunkt und gab bei der Mischschmelzpunkt- 
bestimmung keine Depression. Der Stickstoffgehalt nach Dumas-Pregl 
(Dr. Roth) ergab: 

5,46 mg Substanz gaben 0,533 cem N, (22°, 747 mm) 

Fir C,,H,.0,N,S Ber. Mg 264,2°/, N 10,61% Gef. N 11,09°/,. 


7. Pyrrolreaktion. 


Nach Zusatz von Zinkstaub gab die Substanz beim Erhitzen deutliche 
Pyrrolreaktion, wie das fiir Glutaminsiure charakteristisch ist. 


Es kann demnach keinerlei Zweifel dariiber bestehen, daB 
reines optisch aktives Glutaminsiurechlorhydrat vorliegt. Die 





1) Vgl. dazu: Langenbeck, Ber. chem. Ges. 58, 227 (1925); Karrer, 
Escher u. Widmer, Helvet. chim. Acta 9, 301 (1926). 
*) Nach Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. = 169—170°. 
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Ausbeute an reiner Substanz war bei den Isolierungsversuchen 
natiirlich nicht quantitativ. Trotzdem geht aus den zahlreichen 
angestellten Versuchen deutlich hervor, da8 sich nach Abspaltung 
des Ammoniaks der ganze verbleibende Stickstoffrest in Form von 
Glutaminsiure vorfinden diirfte. An reiner Glutaminsiiure erhielten 
wir ungefahr 40°/, der theoretisch zu erwartenden Menge. Uber 
die Deutung soll weiter unten noch berichtet werden. 


Entstehung einer reduzierenden Substanz 
bei der Histidasespaltung. 


Wird die nach der Spaltung abgekochte und vom Eiweib 
abfiltrierte Versuchsfliissigkeit mit HgCl, versetzt, so fallt beim 
Kochen eine geringe Menge eines in verdinnter Salzsiure un- 
léslichen Niederschlages aus, der sich durch Ammoniak schwarz 
firbt. In der Leerkontrolle ohne Histidinzusatz fallt diese Probe 
negativ aus. Ebenso gibt die Probe, nicht aber die Kontrolle, 
mit Silbernitrat schwache Braunfirbung. Die Versuchsfliissigkeit 
wurde zur Isolierung dieser reduzierenden Substanz mit Phosphor- 
siure schwach angesaiuert und Wasserdampf durchgeblasen. In 
dem Destillat wurde nach der Vorschrift von Hoppe-Seylers 
Handbuch (S. 718) eine Ameisensiurebestimmung ausgefiihrt. Sie 
ergab eine betriachtliche Ausbeute. Wird der Destillationsriickstand 
nun aber bis zu 20 vol-°/, mit Schwefelsiure versetzt und drei 
Stunden unter RiickfluBkiihlung am Wasserbade erhitzt und nun 
nochmals der Wasserdampfdestillation unterworfen, so konnte im 
Destillate eine noch gréBere Menge ,,Ameisensiure“ nachgewiesen 
werden. So ergab z. B. der erste Versuch in der Histidinprobe 
2880 mg, in der Leerkontrolle der Fermentlésung bei gleicher 
Vorgeschichte nur 40 mg Ameisensiure. Unter der Annahme, 
daB tatsichlich aus einem Molekiil Histidin ein Molekiil Ameisen- 
siure entsteht, hieBe das, dab 76°/, der theoretischen Menge ent- 
standen wiren. In einem anderen Versuch wurde die reduzierende 
Substanz in aihnlicher Weise bestimmt. Lua aus dem geschilderten 
Verhalten hervorgeht, daB die Menge nach der Saurebehandlung 
zunimmt, wurde von vornherein die Hydrolyse durchgefiihrt: 


Probe: 
Ansatz: 744 mg Histidin-N wurden gespalten. Die Spaltung betrug 
auf diesen Wert bezogen 63,5°/,. 
Kontrolle: Das gleiche Volum Leberextrakt ohne Histidinzusatz, wie 
die Probe behandelt. 
Nach der Spaltung angesiiuert, Eiwei8 koaguliert filtriert usw. Volumen 
von Probe und Kontrolle je 250 cem. Davon je 100 ecem + 20 cem konz. 
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Schwefelsiure 6 Stunden unter RiickfluBkiihlung am siedenden Wasserbad 
erhitzt. Dann Dampfdestillation (1'/, Stunde) Volumen der beiden Destillate 


je 1 Liter. 
In 250 ecm davon jeweils die Ameisensiure bestimmt: 
Probe . . . 0,17084g HgCl 
Kontrolle. . 0,0057g ,, 
Differenz . . 0,6977 g HgCl, entsprechend 0,068 g Ameisensiure. 


Aus der Gesamtmenge des Histidins stammende Ameisensiuremenge 
= 0,068. 42,5 = 0,680 g. Berechnet fiir die Annahme, da8 aus einem Mol 
Histidin ein Mol Ameisensiure entsteht, mii8ten theoretisch gebildet sein: 


817 mg Ameisensiiure berechnet, 
680 mg * gefunden. 


Dies entspriiche einer Ausbeute von 83°/, der Theorie. 
Die iiblichen qualitativen Proben fielen alle positiv aus. 


Aufstellung einer vorlaiufigen Reaktionsgleichung der Aufspaltung. 


Da der Zerfall des Histidins durch die Histidase sicher als 
ein anaerober hydrolytischer Abbau aufzufassen ist, bei dem sich 
aus den beschriebenen Versuchen bis jetzt noch keine anderen 
Abbauprodukte als Ammoniak und Glutaminsiure mit Sicherheit, 
und Ameisensiure mit groBer Wahrscheinlichkeit, nachweisen lieBen, 
wiirde der Zerfall durch die folgende Gleichung ausgedriickt werden: 

C,H,N,O, + 4H,O = C,H,NO, + H-COOH + 2NH, 

Histidin Glutaminsiiure 
Beziiglich der Ammoniakbildung ist diese Gleichung sicher der 
richtige Ausdruck, 

Glutaminsiure konnte nur bis zu 40°/, der zu erwartenden 
Menge erhalten werden. Ks ist auffallend, daB ein Krystallisieren 
der Glutaminséure nur nach vorherigem EKindampfen mit Salz- 
siure gelang und daB der gréBte Teil der gebildeten Ameisen- 
siure erst nach der Siurespaltung gefunden werden konnte. Nun 
ist es sicherlich sehr schwer, eine quantitative priparative Aus- 
beute einer einfachen Aminosaure in einer Lésung vorzunehmen, 
die noch reichlich Kohlenhydrate und andere aus der Leber 
stammende Extraktivstoffe enthilt und es ist wohl mdglich, daB 
die relativ geringe Ausbeute an Glutaminséure auf der Unzu- 
linglichkeit der angewandten Methodik beruht. 

Das Verhalten des nach van Slyke bestimmten Stickstoffes 
im Reaktionsgemisch soll in diesem Zusammenhang hier in aller 
Kiirze geschildert werden. Bestimmung des mit salpetriger Saiure 
abspaltbaren Stickstoffs in Versuchen, die zu fast vollkommener 
Spaltung des Histidins gefiihrt hatten, gaben viel zu niedrige 
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Werte fiir die zu erwartende iienge an Glutaminsiure. Wird 
die Reaktionsfliissigkeit aber nach dem EnteiweiBen mit verdiinnter 
Salzsiure mehrere Stunden am Wasserbad digeriert, so steigt der 
nach van Slyke bestimmbare Stickstoff zu der zu erwartenden 
Menge an. (Selbstverstindlich nach Abzug der in der Leer- 
kontrolle bei gleicher Behandlung erhaltenen Menge.) Nach der 
Behandlung mit Salzsiure ist also ein Drittel des Histidinstick- 
stoffes wieder als Monoaminosiure-N vorhanden. Diese Beobachtung 
im Verein mit der Tatsache, daB auch die als Ameisensiure be- 
stimmte Substanz zum Teil erst nach der Siurehydrolyse auftritt, 
mahnt bei der Deutung zur Vorsicht. Es scheint, als ob die bei 
der Histidasespaltung nachgewiesenen beiden Sauren erst durch 
allmihliche Zersetzung primar gebildeter Reaktionsprodukte ent- 
stiinden. Besonders das eigentiimliche Verhalten der Ferment- 
lésungen bei der Dialyse 14Bt méglicherweise auch die Annahme 
zu, daB die Histidase kein einheitliches Ferment ist, sondern dab 
die ganze Reaktion in verschiedenen Stufen verlaiuft. Ob diese 
Annahme zutrifft, miissen erst neuerliche Untersuchungen beweisen, 
mit denen wir noch beschiftigt sind. Mit groBer Wahrscheinlich- 
keit ist dabei an den leichten Ubergang der Glutaminsiure in 
Pyrrolidoncarbonsiure zu denken, die erst durch Saure- 
behandlung wieder aufgespalten wird, wahrend die allmihliche 
Abspaltung der Ameisensiure vielleicht durch Zersetzung inter- 
mediir gebildeter Formylverbindung erklirt werden kann. Dab 
eine Aufspaltung des Imidazolringes leicht erfolgen kann, geht 
schon aus friiheren Untersuchungen von Kossel und Edlbacher 
hervor') durch die gezeigt wurde, daB bei der Benzoylierung eine 
Triaminosdure entsteht. 

FaBt man die Tatsachen, soweit sie also sicher stehen, zu- 
sammen, so diirfte die hier angefihrte Gleichung gegenwirtig 
vielleicht den besten Ausdruck darstellen: 


CH—NH. CH.OH COOH 
| Jou | 
G...._.9 C.0H CH, 
( 2NH, ‘ | 

Hy +4H,0 = + JH, Umlagerung” CH, 
| H.COOH | 
eee aha CH.NH, 

| 
COOH COOH COOH 
I II Ill 





1) Diese Z. 93, 396 (1915). 








240 S. Edlbacher und J. Kraus, 


Wie gesagt, bediirfen die feineren Details zwischen den 
Stufen I und III noch der weiteren Klarung und die hier an- 
genommene Dioxysiure II ist durchaus hypothetischer Natur. 


Die Spezifitat der Histidase. 


Bei der Kinwirkung des gereinigten Leberextraktes auf race- 
misches Histidin wurde genau halb so weit gespalten, als eine 
mit dem gleichen Extrakt behandelte Menge von natiirlichem 
1-Histidin: 

3 g racemisches Histidinchlorhydrat in 50 cem gelést. 


Meerschweinchenleber pro Versuch 2 g. 


5cem Puffer m/5, pq = 8. 
In jeder Probe 4,00 mg, 1-, bzw. rac.-Histidin. 
Spaltung ausgedriickt in cem n/50-NH,. 




















Spaltung ]-Histidin | rac.-Histidin 
Zeit gef. ber. gef. ber. 
515 9,45 9,70 | 4,85 4,77 
150" 8,85 9,70 | 4,40 4,17 











Imidazolmilchsiure, sowie das von D. Ackermann ent- 
deckte Methylhistidin werden nicht gespalten. Eine geringe 
Spaltung zeigte das Carnosin (20°/,) die wohl darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB durch die gleichzeitig anwesende Peptidase ein 
kleiner Teil von freiem Histidin gebildet wird. Abhnliche Verhilt- 
nisse sind wohl auch fiir den Histidinmethylester anzunehmen, 
der in der alkalischen Reaktionsfliissigkeit teilweise gespalten wird, 
so daB auch hier ein kleiner Teil von freiem Histidin gebildet 
wird, der dann dem Enzym zuginglich ist. Imidazol selbst und 
Imidazolithylamin gaben ebenfalls keine Spaltung. Zu- 
sammenfassend kann also gesagt werden, daB es sich hier um 
ein Knzym mit ausgeprigter Spezifitat handelt. 


Leberdurchstromungsversuche. 


Es wurden Versuche mit histidinhaltiger, physiologischer Koch- 
salzlésung, Ringerlésung und defibriniertem Blute ausgefiihrt. Wie 
zu erwarten war, ergab sich nur minimale Ammoniak-, niemals 
Harnstoffbildung. Auch Versuche unter Zusatz von Phosphatpuffer 
fihrten zu keiner weitergehenden Spaltung. Auch Zusitze von 
Thyroxin, Insulin und Adrenalin erwiesen sich als wirkungslos. 
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Lange ausgedehnte Durchstrémungsversuche (bis 61/, Stunden) er- 
gaben wohl deutliche Ammoniakbildung die bei entsprechenden 
Leerversuchen ausblieb, jedoch méchten wir darauf kein groBes 
Gewicht legen. Die Histidase scheint vielmehr ein fir den Stoff- 
wechsel der Leberzelle typisches Zellferment zu sein. 


SchluBwort. 

Als wesentliches Resultat unserer Untersuchung betrachten 
wir den Ubergang des basischen Histidins unter Verlust von Am- 
moniak in zwei ausgesprochenen Siuren, nimlich Ameisensiure 
und Glutaminsiure. Uber den physiologischen Sinn dieser Auf- 
spaltung lassen sich verschiedene Theorien entwickeln, 

Insofern die Spaltung in der intakten Zelle in gréiSerem Um- 
fang stattfindet, kénnte man daran denken, daB ein gewisser 
Uberschu8 von Histidin dadurch entfernt wird, indem z. B. das 
der Decarboxylierung anheimfallende Histidin, welches dann 
Histamin bildet, nicht einen gewissen Grenzwert iiberschreiten 
darf, so daB die Histidasespaltung in dieser Hinsicht vielleicht 
einen Entgiftungsvorgang darstellen kénnte. Die ungemein aus- 
gepragte Leichtigkeit, mit der die Leber, die dem Histidin so 
nah verwandte Hexonbase Arginin, zu spalten vermag und die 
auch beim Leberdurchstrémungsversuch mit Arginin dieses fast 
vollkommen in Harnstoff und Ornithin zerlegt, steht in merk- 
wirdigem Gegensatze zu der Histidasespaltung, bei welcher auch 
zwei Stickstoffatome auf hydrolytischem Wege aus der Aminosiiure 
herausgelést werden. Die Tatsache zeigt an, daB die beiden 
Hexonbasen ein prinzipiell verschiedenes Schicksal im Organismus 
erleiden. Das Auftreten des Carnosins im Siugermuskel und des 
von Ackermann entdeckten Anserins im Vogelmuskel laBt die 
Vermutung aussprechen, ob die von uns gefundene Reaktion nicht 
vielleicht auch in Beziehung zu diesen Substanzen zu setzen ist, 
sowie iiberhaupt in Beziehung mit der Bildung und der Zersetzung 
des Globins. Dies sind nur Vermutungen, die erst experimentell 
gepriift werden miiBten. 


Zusammenfassung. 

1. Die Histidase konnte bis jetzt nur in Leberextrakten ge- 
funden werden. 

2. Sie ist nicht identisch mit Arginase. 

3. Bei der Histidasespaltung zerfallt 1 Mol (—) Histidin in 
2 Mol Ammoniak, 1 Mol (+) Glutaminsiure und wahrscheinlich 
1 Mol Ameisensiure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCL, 16 
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4, Andere Endprodukte der Spaltung sind mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit auszuschlieBen. 

5. Die Spaltung verliuft vermutlich iiber noch unbekannte 
Zwischenstufen; médglicherweise entsteht dabei auch Pyrrolidon- 
carbonsiure, die dann erst in Glutaminsiiure iibergeht. 

6. Die Histidase ist ein Enzym von ausgesprochener Spezi- 
fitit. Sie spaltet nur die natiirlich vorkommende optische 
Komponente. Imidazol, Imidazolmilchsiure, Imidazolathylamin, 
Methylhistidin werden nicht, Carnosin und Histidinmethylester 
wahrscheinlich auch nicht gespalten. 

7. Da durch die enzymatische Spaltung des Histidins am 
aktiven Kohlenstoffatom keine Reaktion erfolgt, mu8 angenommen 
werden, daf das natirliche (—) Histidin und die natiirliche (+) 
Glutaminsiiure ‘der gleichen sterischen Reihe zuzuordnen sind. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Unterstiitzung, welche sie unserer Arbeit angedeihen 
lieB, unseren ergebensten Dank aus. 




















Die enzymatische Spaltung von Lecithin. 


Von 
Hazel King, Earl J. King und Irvine H. Page. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Chomischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fir Psychiatrie 
[Kaiser-Wilhelm-Iustitut] Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1930.) 


Lecithin und Kephalin kommen in verhiltnismiBig groBen 
Mengen im Gehirn vor. [Thre chemischen und physikalischen 
Higenschaften sprechen dafiir, daB sie an den Funktionen dieses 
Organs in besonderem MaBe teilnehmen. Die Methoden des Ab- 
baues dieser Substanzen sind daher der Gegenstand besonderen 
Interesses fiir die Chemie des Gehirnes. Wir haben daher die 
enzymatische Spaltung von verhiltnismiBig reinem Lecithin durch 
verschiedene Organextrakte studiert. Aus den Versuchen geht 
hervor,.daB Darm- und Nierenextrakte Lecithin gegeniiber aktiv 
sind, wahrend Leber- und Knochenextrakte schwach reagieren. 
Knochenextrakt ist auBerst reich an Phosphatase, einem Enzym, 
das fiir den VerkalkungsprozeB wesentlich erscheint und das aus 
Natriumglyzerophosphat leicht Phosphor abspaltet, wihrend es 
gegen fertiges Lecithin beinahe wirkungslos ist. Es scheint daher, 
daB die Spaltprodukte der Phosphatide oder anderer organisch 
gebundener Phosphorverbindungen zum mindesten aktiv an der 
Phosphor- und Calciumablagerung in den Knochen, wenn nicht 
sogar in vielen pathologischen Verkalkungsprozessen, wie z. B, 
Sklerose des Vaskulirsystems, Herdverkalkung usw. beteiligt sind. 


Versuche. 


Das verwendete Lecithin wurde nach Eggleton’) und Levene 
und Rolf?) in etwas abgeainderter Form dargestellt. Das Gewebe 
wurde gemahlen und erschépfend mit Aceton bei Zimmertempe- 
ratur extrahiert. Der getrocknete Gehirnriickstand wurde mebr- 
mals mit absolutem Alkohol ausgezogen, der alkoholische Extrakt 
16* 
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mit Cadmiumchlorid gefallt und der Niederschlag wiederholt mit 
Ather gewaschen. Das Cadmiumchlorid wurde mit methy)- 
alkoholischem Ammoniak entfernt, das freie Lecithin in Ather 
gelést und in Aceton gegossen. Das hellgelbe, wachsige Produkt 
wurde weiterhin durch Cadmiumchloridbehandlung gereinigt, bis 
ein reinweiBes Produkt erhalten wurde. 

Die ersten Versuche wurden nach den Angaben von Neuberg 
und Jacobsohn®) iiber Gewebephosphatase angestellt. Diinndarm, 
Leber, Knochen (Hinterliufe) und Nieren von 5 Kaninchen wurden 
zerkleinert, die entsprechenden Organe zusammengetan, zwecks 
Autolyse stehen gelassen und mit der fiinffachen Gewichtsmenge 
chloroformhaltigen Wassers 48 Stunden bei 25° extrahiert. Dann 
wurden sie, in Zellophanbechern 48 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert, bis der anorganische Phosphor (der anfangs 
in betrichtlicher Menge vorhanden war), ungefaihr auf einen Wert 
von 0,1 mg in 5 cem der Mischung gefallen war. Die Mischungen 
wurden durch Baumwolle filtriert, zum Autolysieren 24 Stunden 
in Gegenwart von Chloroform stehengelassen und weitere 
24 Stunden dialysiert, um médglichst viel anorganischen P zu ent- 
fernen. Zu je 200 ccm Extrakt wurden 0,3822 g Borax und 
2,2327 g Borsiiure (Schiitteln bis zur Lésung) gegeben, um die 
Konzentration an Borat auf diejenige von Palitzsch zu bringen 
und nun NaOH zugegeben, bis das p,, auf 7,4 war. 

Zur Herstellung einer 1°/,igen Emulsion von Lecithin wurde 
obiger Boratpuffer auf die Hialfte seines Volumens eingedampft 
und in das gleiche Volumen einer 2°/,igen Lésung von Lecithin 
in Alkohol gegossen. Der gréBte Teil des Alkohols verdampfte 
dadurch. Dann wurde mit Wasser wieder auf das urspriingliche 
Volumen gebracht. Zur Hydrolyse wurden 15 ccm dieser warmen 
1°/,igen Lecithinemulsion zu 45 ccm Organextrakt gegeben. Die 
Kontrollversuche bestanden aus 45 ccm Extrakt und 15 ccm Wasser. 
Nach 2 bzw. nachher nach je 24 Stunden wurden 5 ccm heraus- 
pipettiert, zu 1 ccm 25°/,iger Trichloressigsdure gegeben und das 
freie Phosphat in 4 ccm bestimmt. Die Hydrolyse wurde bei 38° 
im Verlaufe mehrerer Tage vorgenommen, wobei zur Vermeidung 
von Bakterienansiedelungen einige Tropfen Chloroform zugegeben 
wurden. Ergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt. Die 
Kontrollversuche aus Lecithin und Puffer geben so wenig freie 
Phosphorsiiure, daB sie mit unserer Methode‘*) nur schwer zu be- 
stimmen war und wir keine Zahlen dafiir angeben. Wie aus den 
Befunden von Martland und Robison‘) zu erwarten war (siehe 
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FuBnote in ihrer Arbeit), reagierte der Knochenextrakt in einem 
fast zu vernachlissigenden AusmaB. Aber da Knochen eine 
sehr aktive Phosphatase enthalten, war es von Interesse zu 
untersuchen, ob Aktivitit durch die Gegenwart von Lecithin be- 
eintrichtigt wurde. Dies scheint indessen nicht der Fall zu sein. 
Die Ergebnisse in Tab. II zeigen nur eine sehr geringe Differenz 
in dem durch freies Knochenenzym aus Natriumglyzerophosphat 
mit und ohne Lecithin in Freiheit gesetzten Phosphor. 

Obwohl die Spaltung von Lecithin durch die Darm- und 
Nierenextrakte ziemlich betrichtlich war, so ging sie doch langsam 
vonstatten und es schien der Miihe wert, den Einflu8 der Konzen- 
tration sowohl des Substrates als des Enzyms auf den Gang der 
Hydrolyse zu untersuchen. In Tab. III sind die Ergebnisse eines 
Versuches angegeben, in welchem 5 ccm Lecithinemulsion von 
wechselndem Gehalt 24 Stunden lang bei 38° mit 2 ccm eines 
Schweinenierenextraktes beim p,, 7,4 bebandelt wurden. Alle in 
diesem und in den folgenden Versuchen verwendeten Enzymlisungen 
wurden durch feines Mahlen und Behandeln mit der zehnfachen 
Menge ihres Gewichts an destilliertem Wasser hergestellt. Das 
Gewebe blieb unter gelegentlichem Schiitteln 48 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, worauf die Lésung durch grobes Papier filtriert 
wurde. Es wurde immer geniigend Chloroform zur Lésung ge- 
geben, um Bakterienansiedelungen zu verhindern. Auch bei den 
Hydrolysenversuchen war stets welches zugegen. Obwohl der Be- 
trag der abgespaltenen Phosphorsiiure mit der Konzentration der 
Lecithinemulsion zunimmt, wird der Prozentsatz geringer. Die 
0,25°/,ige Emulsion wurde am giinstigsten gefunden. Sie ist bei 
gewohnlicher Temperatur ganz bestiindig, wihrend héhere Konzen- 
trationen dazu neigen, sich beim Abkiihlen abzusetzen. Man kann 
sie leicht durch EingieBen einer 2,5°/,igen Lisung von Lecithin 
in Alkohol in 9 Teile einer heiBen Boratpufferlésung vom p,, 7,4 
unter Schiitteln gewinnen. Durch Verdampfen von Alkohol und 
Wasser kann dabei auch eine héhere Konzentration zustande 
kommen. Sie kann jedoch durch Zufiigen von Wasser wieder auf 
das urspriingliche MaB gebracht werden, wenn 1 ccm der Emulsion 
0,1 mg von gebundenem und praktisch keinen freien Phosphor 
enthilt. 

Die Wirkung der Verainderung des Enzymvolumens bei kon- 
stantem Substratvolumen war unser niichster Versuch. Es wurden 
5ccm der Lecithinemulsion mit verschiedenen Mengen der Gewebs- 
extrakte behandelt und 24 oder 60 Stunden bei 38° gehalten. Die 
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Resultate sind in Tab. IV und I zusammengestellt. Man sieht, 
daB es in jedem Fall eine definierte optimale Enzymkonzentration 
gibt, und es ist méglich, daB die geringe Hydrolyse im ersten 
Versuch (Tabelle I) der Anwendung solch hoher Enzymmengen 
zuzuschreiben ist. 

Zum Studium der Lecithinspaltung bei verschiedener Wasser- 
stoflionenkonzentration wurden die Boratpuffer von Palitzsch fir 
das Bereich des p,, von 6,8—9 als am besten gefunden. Das ist 
ein gréBeres Bereich als es die Borat-HCl-Puffer von Sérensen 
erlauben. Fiir das Siurebereich wurden Sérensens Zitrat-, NaOH 
und Zitrat-HCl-Mischungen benutzt. Durch Anwendung dieser 
Puffer wurde ein geniigend gro8er p,,-Bereich umfaBt, wobei be- 
sonders das Gebiét von p,, 5—8, in welchem gewodhnlich Phosphat- 
puffer verwendet werden, eingeschlossen war. Diese kénnen natiir- 
lich in Versuchen, in welchen Phosphat freigemacht wird, nicht 
verwendet werden. 

Die Lecithinemulsionen wurden wie bei den friiheren Versuchen 
durch EingieBen von 1 Volumen 2,5°/, iger Lecithinlésung in 9 Vo- 
lumen heiBem Puffer hergestellt. Es wurden je zwei Ansitze mit 
5ccm gepuffertem Lecithin oder 5ccm Puffer und 2 ccm Schweine- 
nieren = oder Katzendarmextrakt bei mebreren Wasserstoffionen- 
konzentrationen hergestellt. In diesen Versuchen war es notwendig, 
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Fig. 1. Hydrolyse von Lecithin durch wechselnde Mengen von Gewebsextrakt, 
Kurve A Kaninchendarm. Kurve B Katzendarm. 





die Extrakte vor Zugabe des Lecithins oder Puffers auf das ge- 
wiinschte p,, zu bringen. Bei den Darmextrakten wurde die 
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Reaktion nach 24stiindigem Stehen bei 38° (in Gegenwart von 
Chloroform) durch Zugabe von Trichloressigsiiure gestoppt bei den 
Nierenextrakten nach 60 Stunden. Die Ergebnisse in Tab. V und 
Kurve II zeigen, daB die Hydrolyse bis zu p,, 7 nur sehr gering 
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Fig. 2. Einflu®B des e. auf die Enzymhydrolyse von Lecithin, 


Kurve A Schweinsnierenextrakt (60 Stunden Hydrolyse). 
B Katzendarm (24 Stunden Hydrolyse). 


” 


ist, daB sie aber dann rasch steigt, um zwischen p,, 7,4 und 7,6 
ein Maximum zu erreichen und daf sie bei starkerer alkalischer 
Reaktion langsam zuriickgeht. 

In friiheren Versuchen wurden auch Kontrollen aus gepuffertem 
Lecithin und Wasser angesetzt, aber der abgespaltene Phosphor 
war so gering, daB sie nachher unterlassen wurden. 


Zusammenfassung. 

1. Lecithin wird durch verschiedene Gewebeextrakte unter 
Abspaltung von Phosphorsiure bei einem p,,-Optimum von p,, 
7,4—7,6 hydrolysiert. 

2. Die Konzentration sowohl des Substrates als auch des 
Enzyms haben einen speziellen Kinflu8 auf das MaB dieser Hydrolyse. 

38. Knochen- und Leberextrakte scheinen Lecithin nicht in 
besonderem AusmaB8 zu hydrolysieren. 
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Tabelle I. 
Hydrolyse von Lecithin durch Gewebsextrakte. *) 
Knochen Leber 
eer ees fs 3 1 | 2 
al ale | @ ae i al et 1 wl ee 
det Poe ol 2 oles (8 8 cles 2) 8 wl ae la 218 wo 
28 £2E/28/88 Bs (S828 Es |S | 28 | BS |S & 
BARE Sel HRA RFS AHA RF Sal EA IEF IE. 
ae Ars | 3” | Ss ake mr As As 3 (= a Jin 
die 2h tee 2 ed Bee | 
_ a ee eS ee ee ee am 
2 Std. 024 | ,018 | ,006 | ,023 | ,018 | ,005 | ,os6 1086 | 000, ,086 085 | 001 
1 Tag 1045 |,040 | ,005 | 3044 | ,039 | 005] ,100 095] ,005 | ,102 | ,096 | oo 
2 Tage] ,059 | ,047 | 012 | ,060 | ,047 | 013} ,114 105 | 009,118  ,106| ,007 
3 4, | 070) ,045| 025 | 072/046 | ,026],116| ,106| 010 119] 108 | ,016 
4, | ,071|,045 | ,026 | ,078| ,045 | 038 ],118]| ,104/ 014,118] ,104| ,o14 
5 ,, | 086 |,050},036 | 087} ,050 | 037] ,134 | ,118 021) ,138 | ,110 | ,028 
6 ,, | ,088|,049 | 039 | ,089 048 | 041] ,146 | ,112| 034 145 | ,110| 035 
7 ,, | ,098|,050|,048 | ,102/ ,049 | 053] ,153| ,117| 036 ,156|,112 | 044 
_ J101 | ,058 048 | 102,048 054 | 157 {117 | ,040 | ,160 120 | ,040 
9 | 106 ,048 | ,058 | ,110 | ,049| ,061 | ,160 116,044) ,166 124 | ,042 
10 ,, | ,109 | ,048| 061 | ,110 | ,050/ 060] 164 | ,117 | ,047|| ,170] ,124 | ,046 
Niere Diinndarm 
1 | 2 1 2 

2Std. | ,181|,127 ,004 | ,131 126 /,005 1102 | ,088 | ,019 101,083 | ,018 
1 Tag | ,178| ,165 ,018 | ,186 | ,165| 021] ,318 | ,145 | ,168|| ,820 | ,161 | ,159 
2 Tage| ,212|,182 ,080 | ,219| ,185 | 034] ,339 | 169 | 170) 342 | 171 | ,171 
8 ,, | ,245/,192 058 || 250 | ,188 | 062] ,370| ,172/ ,198) ,874 | ,188 | ,191 
4» | 275,192,088 | ,275 |,192 | 088] 876) 178,198) 878 | ,179 | ,199 
5» | ,293 201 ,092 | ,208) 207 ,091),399| 187 ,212/ ,416 ,188 ,228 
6 ,, | 804,203 ,101 || ,309| 203] 106] ,413 | ,182 231! 421 | ,190| ,281 
» | 814,202 ,112 |! 826 | 206 | ,120 | ,418 186 | ,282|| 422,190 | 232 
, | 5816 | ,204 | 112 || 881 | ,211 | 120] 425 191 | 284) ,426 4193 | ,233 
, | 9823. 212,111 | ,841| 214/127] 432] ,192| 240) ,450 | ,211 | ,289 
10, | ,341. ,213!,198 | 946 | ,212| 194] ,447|,209 | 288) 454 | 210/244 





*) Die Zahlen 

















in der Tabelle geben die Milligramm freien Phosphates 


(ausgedriickt als P) in 5cem jeder Mischung bei der angegebenen Zeit. 
Die Zahlen 1 und 2 bedeuten doppelte Ausfiihrung der Versuche. 
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Tabelle IL. 


Vergleich der Hydrolyse von Natriumglycerophosphat durch Knochen- 
phosphatase in An- und Abwesenheit von Lecithin. 





Abgespaltener Phosphor 
Pir poneeiencneniancconntnenentore 
Ohne Lecithin Mit Lecithin 
9,0 0,129 mg | 0,125 mg 
8,5 0,124 | 0,104 
8,0 0,071 | 0,070 





5 cem Boratpuffer, 3 ccm m/20-Natriumglycerophosphat, 5 cem 0,25 °/,iger 
Lecithinemulsion (oder 5 cem Wasser) 0,5 cem Enzym. 
2 stiindige Hydrolyse bei 38°. 


Tabelle III. 


EinfluB der Konzentration des Lecithinsubstrates auf die Hydrolyse. 








‘. Freier P, Meier P X -_P] Prozente 

: ed Beaten and ss reier “ Abgesp. P, Gesamt-I spin 
er ecit in-| sepuffertes nzym und |; 04 Stdn. | 12 5 ccm es 

Emulsion Lecithin Puffer Lecithin-| abgesp. 

ls mg mg mg emulsion | Phosphor 
1,00 1,082 0,675 0,407 2,0 20,3 
0,50 1,045 0,675 0,370 1,0 37,0 
0,25 0,980 0,675 0,305 0,5 61,0 
0,10 0,855 0,675 0,180 0,2 90,0 
0,05 0,778 0,675 0,103 0,1 103,0 

















Tabelle IV. 


Hydrolyse des Lecithins durch wechselnde Mengen von Gewebeextrakt. 








Freier P, Extrakt 








ecm P Freier P, Abgespaltener 
un 
> » 
Extrakt gepuffertes Lecithin Extrakt und Puffer I 
1. Kaninchendarm (Dauer 60 Stunden). 
1 0,240 0,199 0,041 
3 0,714 0,560 0,154 
5 1,154 0,948 0,206 
10 2,280 1,897 0,383 
15 8,083 2,765 0,318 
2. Katzendarm (Dauer 24 Stunden). 

1 0,152 0,122 0,030 
2 0,322 0,248 0,074 
3 0,516 0,378 0,138 
5 0,850 0,682 0,168 
10 1,490 1,341 0,149 
15 2,065 1,974 0,091 
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Tabelle V. 
EinfluB des py auf die Enzymspaltung des Lecithins. 
Freier a Freier P, Abgespaltener 
Pu ruplin Lecithin] 222y™m und Puffer P 
mg mg mg 
1. Schweinenierenextrakt (60 Stunden Hydrolyse). 
15 0,912 0,880 0,032 
5,0 0,912 0,878 0,034 
b,D 0,936 0,876 0,060 
6,0 0,948 0,879 0,069 
6,5 1,108 0,920 0,188 
7,0 1,236 0,918 0,318 
7,5 1,252 0,910 0,342 
8,0 1,214 0,916 0,298 
8,5 1,104 0,900 0,204 
9,0 1,082 0,912 0,170 
9,4 1,064 0,892 0,172 
2. Extrakt aus Katzendiinndarm (24 Stunden Hydrolyse). 
5,5 0,467 0,460 0,007 
6,0 0,476 0,465 0,011 
6,5 0,489 0,466 0,023 
7,0 0,575 0,488 0,092 
1,4 0,646 0,484 0,162 
1,6 0,655 0,485 0,179 
7,8 0,636 0,488 0,148 
8,2 0,633 0,497 0,136 
8,6 0,591 0,498 0,093 
9,3 0,547 0,494 0,053 
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Zur Kenntnis der Porphyrine. 
XXVI. Mitteilung.’) 


Uber ,,.Hamoporphyrin“. 
Von 


H. Fischer, Hans Helberger und Georg Hummel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1930.) 


Willstatter und Max Fischer’) haben durch Behandlung 
von Hiamatoporphyrin mit alkoholischem Kali bei Gegenwart von 
Magnesiumoxyd ein Phyllin gewonnen, das nach Abspaltung von 
Magnesium ,,ein einheitliches, gut krystallisierendes Porphyrin mit 
vier Sauerstoffatomen, das Himoporphyrin, gab, welches dem 
Mesoporphyrin sehr nahe steht, aber starker basische Eigenschaften 
besitzt.“ Willstatter nahm eine Reduktion des Himatoporphyrins 
an, eine Abspaltung von 2 Mol. Wasser und Reduktion mit 1 Mol 
Wasserstoff (a. a. O. S. 482). DemgemiB sollten Meso- und Himo- 
porphyrin isomer sein (a. a. O. S. 484). Seine Zusammensetzung 
wurde zu C,,H,,0,N, ermittelt; weiter charakterisiert wurde das 
Porphyrin durch einen gut krystallisierten Dimethylester, von dem 
kein Schmelzpunkt angegeben ist. Aus dem Magnesiumsalz des 
Hamoporphyrins, dem Hamophyllin, erhielten die Autoren Atio- 
phyllin bzw. Atioporphyrin durch Decarboxylierung mit Natronkalk. 
Auch aus den Chlorophyllporphyrinen Phyllo-, Pyrro- und Rhodo- 
porphyrin wurde Atioporphyrin gewonnen, das fiir identisch mit 
diesem Atioporphyrin gehalten wurde. 

Aus den Chlorophyllporphyrinen entstehen nun zwei ver- 
schiedene Atioporphyrine’), wie die spektroskopische Untersuchung 





1) XXV. Mitteilung vgl. Diese Z. 190, 75 (1930). 
%) Diese Z. 87, 481 (1913). 
8) H. Fischer und A. Treibs, Liebigs Ann. 466, 188 (1928). 
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zeigt. Sie besitzen je eine freie Methingruppe, wihrend das Blut- 
farbstoff-Atioporphyrin Tetramethyl-tetraiithylporphin ist, wie auf 
synthetischem Wege eindeutig festgestellt wurde. Atioporphyrin 
wurde aus Mesoporphyrin durch Decarboxylierung erhalten, auch 
aus Uro- bzw. Koproporphyrin, sowie Himoporphyrin. Wiahrend 
das Willstiittersche Atioporphyrin aus Hamoporphyrin bei der 
Elementaranalyse ein ,,stérendes Defizit“ im Kohlenstoff gab, er- 
hielten wir ein mit Mesoatioporphyrin auch in der Analyse iber- 
einstimmendes Priparat.1) Man konnte hieraus schlieBen, daB 
Himoporphyrin im wesentlichen identisch mit Mesoporphyrin sei 
in Bestitigung der Willstaitterschen Anschauungen. Indessen 
wurden schon mit Richard Miller’) bei der Himoporphyrin- 
Gewinnung Anzeichen fiir das Vorliegen eines Gemisches festgestellt. 
Kine von Mesoporphyrin spektroskopisch verschiedene Fraktion 
hatten wir beobachtet und beim Hiimoporphyrinester schwankten 
die Schmelzpunkte zwischen 160—200°, Beobachtungen, die dafiir 
sprachen, da8 Hiimoporphyrin ein Gemisch wechselnder Zusammen- 
setzung ist, abhiingig von zufalligen, nicht immer reproduzierbaren 
Reaktionsbedingungen. 

Die Fortsetzung der Untersuchung hat diese Anschauung 
durchaus bestitigt. Mindestens 3 Reaktionen laufen bei der Himo- 
porphyrindarstellung, die mit Hiamatoporphyrin als Ausgangs- 
material erfolgt, nebeneinander. Zunichst entsteht, wie immer 
wieder bestiitigt, Mesoporphyrin in guter Ausbeute durch die re- 
duzierende Wirkung des Alkoholats. Neben dieser Reaktion wird 
jedoch teilweise ein Oxithylrest bzw. die Oxiithylreste des Himato- 
porphyrins abgespalten 














os I insa — 
| a 
sl ba oh 
NH Na \ 
HG OH 
\' A / 
i NT ie 
H,C-—CH,CH,COOH ee i S| 
Hiamatoporphyrin. 


und durch Wasserstoff ersetzt. Es entsteht also Deuteroporphyrin: 





') H. Fischer und R. Miiller, Diese Z. 142, 133 (1925). 
*) Diese Z. 142, 121 bzw. 127 (1925). 
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H 1 r H,C H 
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HC CH 

NH NH 
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| 
- ——CH,CH,COOH HOOCH,CH,C-—— CH, 
Deuteroporphyrin. 


Neben der Abspaltungsreaktion beider sauerstoft haltigen Seiten- 
ketten des Haimatoporphyrins erfolgt noch eine Kombination der 
Meso- und Deuteroporphyrinbildung, d. bh. ein Oxithylrest wird 
(wabrscheinlich nach primirer Uberfiihrung in Vinyl) zum Athyl- 
rest reduziert, wahrend der andere durch W asserstoff ersetzt wird. 
Dies geht aus dem Oxydationsergebnis hervor, das ein Gemisch 
von Methylathylmaleinimid und Citraconimid gab. 

So entstehen also die beiden theoretisch méglichen Tetra- 
methyl-monoithyl-dipropionsiiure-porphine folgender Konstitution, 
weil offenbar die Haftfestigkeit der beiden Oxithylreste nicht 
gleichartig ist: 





mo - H,C- = CH, 
ce ome. 
NH NH \ 

HC q CH 
N 
ha | acini iaiiiniiiitatiin AS 

} 
—'CH,CH,COOH HOOCH,CH,C —-—CH, 
A 
x oF H,C——H 
a CH ei 
} NH 
HG CH 
\ N N 
VS we er ; Ne 
H,C———CH,CH,COOH HOOCH,CH,C——CH, 
B 


Die Verschiedenheit der beiden Formelin, die durch die Stellung des 
Athy lrestes zu den Propionsiiuregruppen bedingt ist, ist leicht ersicht) lich. 

Bei der Isolierung des Himoporphyrins hielten wir uns im 
wesentlichen an die Vorschrift Willstitters (vgl. exp. Teil 
und bei allen zahlreichen Versuchen konnte Mesoporphyrin ohne 
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Schwierigkeiten isoliert werden in Bestitigung unserer friiheren 
Befunde. Daneben war aber immer eine grobe Menge von Ester 
von niedrigem Schmelzpunkt vorhanden und die nahere Unter- 
suchung dieser Ester zeigte, daB, wie eben ausgefiihrt, mindestens 
drei Porphyrine nebeneinander auftraten. Wir haben dies durch 
Bromierung und Acetylierung des ,,Himoporphyrins“ bewiesen. 
Unterwirft man ,,Himoporphyrin“ der Einwirkung von Brom, isoliert 
das entstandene Bromporphyrin als Ester, so findet man bei der 
Analyse Zahlen, die fir die Aufnahme von ein bis zwei Brom- 
atomen sprechen. Es gelang einfach bromierte Porphyrine zu 
isolieren, es gelang aber auch die Abscheidung von Dibromdeutero- 
porphyrin in nahezu analysenreinem Zustand. Auch durch Misch- 
schmelzpunkt wurde die Identitit mit Dibromdeuteroporphyrin 
bewiesen. Am instruktivsten ist die Einwirkung von Essigsiure- 
anhydrid auf Hamoporphyrin-Eisensalz bei Gegenwart von Zinn- 
tetrachlorid. Unter diesen Bedingungen kann man in Porphyrine 
mit freien Methingruppen einen oder zwei Acetylreste’) einfiihren. 
Auch hier gelang die Reaktion. Diacetyldeuteroporphyrin konnte 
isoliert werden in krystallisiertem Zustand, der Mischschmelzpunkt 
mit reinem Diacetyldeuteroporphyrin ergab keine Depression, auch 
spektroskopisch war Ubereinstimmung vorhanden. In der Mutter- 
lauge vom Diacetyldeuteroporphyrin waren noch leichter lésliche 
acetylierte Porphyrine vorhanden, offenbar das Gemisch der beiden 
theoretisch méglichen Tetramethyl-monoithyl-monoacetyl-dipropion- 
siiureporphine. Die Ausbeuten bei all diesen Versuchen waren 
nicht quantitativ und wohl bestand theoretisch die Méglichkeit 
des Auftretens von noch mehr Porphyrinen im ,,Himoporphyrin“. 
Insbesondere konnte man das Entstehen von Pentamethyl-mono- 
iithyl-dipropionsiureporphinen annehmen, weil ja bei der Himo- 
porphyrin-Reaktion zweifellos primir aus Hamatoporphyrin Proto- 
porphyrin entsteht, das Veranlassung gibt zu den relativ groBen 
Mengen von Mesoporphyrin, die im ,,Hamoporphyrin‘ enthalten 
sind, denn wir haben ja schon friher den Ubergang von Proto- 
porphyrin in Mesoporphyrin bei der Behandlung mit Alkoholaten 
gezeigt.?) Durch Spaltung an der Doppelbindung der Vinylreste 
wiirden reduktiv Pentamethyl-monoithyl-dipropionsiureporphine 
entstehen, deren Ester aber einen so hohen Schmelzpunkt besitzen, 
daB ihr Vorkommen in Himoporphyrin ausscheidet (vgl. die voran- 
stehende Mitteilung mit EK. Jordan). 





') H. Fischer u. Zeile: Liebigs Ann. 468, 98 (1929); 475, 241 (1929). 
*) Diese Z. 181, 126 (1929). 
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So ist in Himoporphyrin mit Sicherheit auBer Mesoporphyrin 
Deuteroporphyrin durch die Isolierung von Diacetyldeuteropor- 
phyrin nachgewiesen. Bestatigt wird das Vorkommen des Deutero- 
porphyrins durch das Bromierungsergebnis beim ,,Himoporphyrin“, 
wobei Dibromdeuteroporphyrin erhalten wurde. Auch fiir den 
Eintritt eines Bromatoms wurden stimmende Werte erhalten. Daf 
zwei Tetramethyl-monoithyl-dipropionsiureporphine in Frage kom- 
men, wurde durch die Synthese bewiesen. Der Ester von A 
(Formel S. 253) schmilzt bei 213°, der Ester von B bei 214°, der 
Mischschmelzpunkt liegt bei etwa 174°. Der Monobromkérper aus 
A schmilzt bei 270°, der aus B bei 259% Der Mischschmelzpunkt 
liegt bei 230°, also in derselben Hiéhe wie die gebromten Kster 
aus Himoporphyrin-Ester (vgl. S. 259). Der Mischschmelzpunkt 
des Gemisches von A und B mit analytischem ,,Himoester“ vom 
Schmelzp. 176° gab ebenfalls keine Depression.') Durch diese 
Feststellungen diirfte ,.Hamoporphyrin“ definitiv als ein Gemisch 
von Meso-, Deuteroporphyrin und den zwei Tetramethyl-monoiithyl- 
dipropionsiureporphinen A + B, die sich von Atioporphyrin III 
ableiten, bewiesen sein. So erkliren sich zwanglos die Befunde 
Willstatters und unsere iiber das Kohlenstoffdefizit sowohl beim 
Hamoporphyrin als bei dem hieraus gewonnenen Atioporphyrin. 
Willstatters Atioporphyrin hat also sicherlich das Atioporphyrin 
des Blutfarbstoffs Tetramethyl-tetraithylporphin (aus Mesoporphy- 
rin) enthalten, aber worauf die Analyse und der Schmelzpunkt 
(Willstatter [Diese Z. 87, 497] gibt fiir Atioporphyrin aus ,,Himo- 
porphyrin“ den Schmelzp. 265° an, auch dies ist ein Mischschmelz- 
punkt, denn das reine Meso-itioporphyrin?) schmilzt bei 369°) 
hinweist, enthielt es auch ein Gemisch der beiden folgenden Atio- 
porphyrine, 











"a l ie ow 
i. mn 
NH NH 
HC - - CH 
\ eee 
,C-——cu,cu, H,CH,C=—CH, 





') Die synthetischen Resultate, welche erst die definitive Aufklirung 
iiber ,,Himoporphyrin“ erbrachten, wurden mit Herrn Kirstahler erhalten; 
die Veréffentlichung erfolgt demniichst. 

*) H. Fischer und Treibs: A. 466, 208 (1928). Auch 0. Schumm 
hat neuerdings Atioporphyrin aus Hiimin usw. durch Brenzreaktionen ge- 
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die Pyrro-itioporphyrine sind neben Deutero-atioporphyrin. Beide 
Pyrro-iitioporphyrine haben aber nichts mit dem Pyrro-itiopor- 
phyrin aus Chlorophyll zu tun, denn Pyrroporphyrin wird durch 
die Formel a) wiedergegeben und sein Aticporphyrin durch die 
Formel b): 
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Pyrro-iitioporphyrin b) kann jedoch aus den formulierten Tetra- 
methyl-monoithyl-dipropionsiuren unmdglich entstehen, nur aus 
Mesoporphyrin 1X wiire seine Bildung méglich, wenn statt Kohlen- 
dioxyd der gesamte Propionsdurerest abgespalten wiirde, eine 
Reaktion, die bis jetzt nicht beobachtet ist, und auch dann nicht 
zu einem einheitlichen ,,Pyrro-Atioporphyrin“ fiihren wiirde, sondern 
wieder zu einem Gemisch, weil auch hier es nicht gleichgiiltig 
ist, welcher der beiden Propionsiurereste zur Abspaltung gelangen 
wiirde. 


wonnen (Diese Z. 181, 141 [1929]; 185, 181 [1929] und folgende. Schmelz- 
punktsangaben fehlen). 
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Versuche. 


Hamoporphyringewinnung. 

Wir folgten méglichst genau den Angaben von Willstatter 
und Mitarbeitern') und heben nur die Punkte hervor, in denen 
wir abgewichen sind. Angewandt wurde eine 37,2 °/,ige methyl- 
alkoholische Kalilauge; Willstaitter gibt nichts iiber die Kon- 
zentration an, aber wahrscheinlich wurde mit verdiinnterer Kali- 
lauge gearbeitet, denn bei uns krystallisierte stets im Silbereinsatz 
des Autoklaven als Bodensatz das Kaliumsalz des Hamophyllins 
aus, waihrend Willstatter es mit Wasser in hellroten Flocken 
ausfallte. Offenbar ist in unseren Versuchen durch Anwendung 
der konzentrierten Kalilauge das ganze Kaliumsalz auskrystalli- 
siert, denn aus der dekantierten Fliissigkeit erhielten wir niemals 
die von Willstitter beschriebene Fallung. Auf das auskrystalli- 
sierte Kaliumsalz wandten wir dann sinngemiB die Will- 
stittersche Vorschrift an, fihrten dieses in Porphyrin tiber und 
reinigten es nach Fraktionierung mit Salzsiure durch Uber- 
fihrung in den Ester. Der Ester war schon von Willstitter 
krystallisiert erhalten, aber nicht zur Reinigung des Himo- 
porphyrins beniitzt. Willstaitter hat keinen Schmelzpunkt an- 
gegeben, die Schmelzpunkte des Methylesters schwankten zwischen 
160 und 195% Ein Praiparat vom Schmelzp. 175° ergab bei der 
Analyse folgende Werte: 


C,,H,,0,N, (Megoester) Ber. C 72,69°/, H 7,12°, N 9,43, 

C,,4H,,0,N, (A- bzw. B-Ester) ,,  ,, 72,05 » 6,76 » 9,89 

C,,H;,0,N, (Deuteroester) ~  ~» te » 6,36 » 10,41 
Gef. ,, 72,38 » 6,68 » 9,89 


Durch fraktionierte Krystallisation aus Chloroform—Methyl- 
alkohol konnten Priparate mit zwischen den angegebenen Tem- 
peraturen liegenden Schmelzpunkten gewonnen werden, die bei 
der Mischschmelzpunktsprobe keine Depression gaben, auch nicht 
bei der Mischprobe mit reinem Mesoester. In einigen Versuchen 
haben wir auch eine Reinigung iiber Natronsalze durchgefiihrt; 
hierbei schien eine weitgehende Reinigung méglich, denn nur ein 
Teil des Priiparates besaB die fiir das Mesoporphyrin charak- 
teristische Schwerléslichkeit und es wurden sogar Fraktionen 
erhalten, bei denen die Natronsalze noch in 5 °/,iger Natronlauge 
léslich sind. Aus diesen Fraktionen konnten dann immer schén 





') Diese Z. 87, 435 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CXCI. 17 
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krystallisierte Ester gewonnen werden wieder mit Schmelzpunkten 
zwischen 160 und 190% Bei der Elementaranalyse wurden 
folgende Werte gefunden: 

1. Priparat vom Schmelp. 192°: CC 71,37°/, H 6,82°/, N_ 9,63°/, 

. ‘ » 188% , 70,92 , 691  ,, 10,28 

m ‘te a » 178%  ,, 70,78 » 6,80  ,, 10,04 

Die Mischschmelzpunkte der 3 Ester untereinander ergaben 

keine Depression, die tiefer lag als der Schmelzpunkt des niedriger 
schmelzenden Kérpers. Fir den Mischschmelzpunkt mit dem 
Mesoester gilt das gleiche. Alle Analysenwerte liegen um 11/,°/, 
unter dem Mesoester. 


Mesoester hat: C 72,69°/, H 738°), N 9,43°/,. 


Als Nebenprodukt trat stets Chlorin spektroskopisch auf, das in 25°/, ige 
Salzsiiure hineinging und einen sehr charakteristischen Absorptionsstreifen 
im Rot bei etwa 642 zeigte, Dieses Chlorin war auB8erordentlich unbestiindig, 
es scheint zuerst in ziemlichen Mengen vorhanden zu sein und wihrend der 
Verarbeitung gebt es dann in Porphyrin tiber, weshalb es nicht zur Analyse 
gebracht werden konnte. 


Oxydativer Abbau von ,,Hamophyllin“. 


Die ersten Anhaltspunkte fiir das Vorliegen eines kompli- 
zierten Gemisches 1m Himoporphyrin gewannen wir durch Oxy- 
dation. 2g des schon von Willstaitter beobachteten Himophyllin- 
Kaliumsalzes wurden mit Chromsiure in Eisessig oxydiert und 
0,32 g eines Imids isoliert, das nach mehrfachem Umsublimieren 
im Vakuum den Schmelzp. 83° zeigte. Hiernach konnie nicht 
Methylithylmaleinimid vorliegen, das bei 66° schmilzt, und auch 
die Analyse sprach in dem Sinne, daf} ein Gemisch von Methyl- 
iithylmaleinimid und Citraconimid vorlag. 

4,986 mg Substanz gaben 10,245 mg CO, und 2,460 mg H,0. 

8,193 mg - * 0,323 cem N (18°, 711 mm). 


Die Theorie fir ein aiquimolekulares Gemisch von Methylithylmalein- 
imid und Citraconimid ist: 
Ber. C 57,7°, H 5,64%, N 11,20%, 
Gef. ,, 57,13 yD D2 11,10 
Athylmaleinimid!) scheidet aus, denn der Mischschmelzpunkt 
mit diesem bei 80° schmelzenden Korper gab eine Depression 


auf 60°. 





H. Fischer, H. Treibs u. G. Humme!, Diese Zs. 185, 53 (1929). 
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Bromierung des Hamoporphyrinesters, 


0,5 g Ester werden in Kisessig mit einem Uberschu8 an 
Brom (etwa 0,5 g) bei Wasserbadtemperatur behandelt. Das 
Bromprodukt schied sich in Form eines violettblauen Sirups aus, 
der nicht krystallisieren wollte. Nach 24stiindigem Stehen und 
Behandlung mit Aceton, um das Perbrom zu entfernen, wurde in 
Ather gegossen und das Porphyringemisch der Salzsiurefrak- 
tionierung unterworfen. Mit 2—3°/, HCl wurde zuerst Mesopor- 
phyrin extrahiert, das nach Uberfiihrung in den Ester durch 
Mischschmelzpunkt scharf identifiziert werden konnte; die Aus- 
beute betrug etwa 30mg. Mit 6—7°/, HCl ging sodann eine 
bromierte Porphyrindicarbonsdiure aus dem Ather, die einen schén 
krystallisierten Methylester vom Schmelzp. 257° ergab; die Analyse 
des Esters deutete auf ein monobromiertes Porphyrin mit einer 
geringen Beimengung von dibromiertem Porphyrin, welches trotz 
bfterem Umkrystallisieren nicht entfernt werden konnte. 


4,486 mg Substanz gaben 10,27 mg CO, und 2,28 mg H,0O. 


4,000 mg ‘i » 0,309 cem N (17°, 716 mm). 
2,280 mg si, ,, 2,260 mg AgBr. 
C,,H;,0,N,Br Ber. C 63,24 H 5,78 N 8,68 Br 12,38 
oft i . 58) 638 «| 1811. 


Dieser Versuch wurde hiaufig wiederholt und hierbei regel- 
miBig Bromkérper erhalten, die im Bromgehalt: weitgehend ab- 
wichen, Im ganzen wurden fiinfmal gebromte Ester isoliert mit 
folgenden Schmelzpunkten und folgendem Bromgehalt: 


Nr. 1 9,18°/, Brom vom Schmelzp. 230° 


Nr. 2 12,16 ae m 235° 
Nr. 3 17,77 is al a a 235° 
Nr. 4 13,89 . ‘i ~ 228 °*) 


Wie man sieht, nahern sich die Werte bereits teilweise 
denen des Dibrom-deuteroporphyrinesters. In der Tat konnte in 
einem Versuch, in dem sich bei der Fraktionierung unldésliche 
braunrote Flocken abschieden, durch Veresterung und oftmalige 
Krystallisation aus Pyridin—Methylalkohol schlieBlich eine geringe 
Fraktion, 5 mg eines schén krystallisierten Methylesters, ab- 
geschieden werden. Der Schmelzpunkt lag bei 263°. 

Der Mischschmelzpunkt mit Dibrom-deuteroporphyrinester 
vom Schmelzp. 268° lag bei 265°. Die Elementaranalyse gab 
schlecht stimmende Zahlen auf Dibrom-deuteroporphyrin. 





1) Diese Versuche hat Herr Wilhelm Niissler durchgefihrt. 
17* 
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3,330 mg Substanz gaben 6,47 mg CO, und 1,38 mg H,O. 


C,,H,,0,N,Br, Ber. C 55,17°/, H 4,63°/, 
Gef. ,, 52,99 » 4,64 


Oxydation des gebromten Hamoporphyrinesters. 


Eines der Priaparate (Schmelzp. 236°) wurde in 40 ccm 
30°/, iger Schwefelsiure aufgeschwemmt und mit 0,4 g Chrom- 
siure oxydiert. Die Verarbeitung geschah in iiblicher Weise; die 
basische Atherfraktion hinterlieB ein Imid, das im Vakuum bei 
80° sublimierte. Schmelzp. 168°. 


4,170 mg Substanz gaben 5,855 mg CO, und 1,370 mg H,O. 


5,780 mg i » 4,750 mg AgBr. 
C,H,NO,Br — Ber. C 31,59, H 21% N 74% Br 42,1%, 
Gef. ,, 38,5 » 27 » 34,97. 


Dieses Oxydationsergebnis zeigt wieder, daB trotz Krystalli- 
sation noch immer ein Gemisch vorlag von viel Bromcitraconimid 
und wenig Methylithylmaleinimid oder Citraconimid. 


Acetylhamoporphyrin.’) 

Aus dem Himoporphyrinester vom Schmelzp. 175° wurde in 
iiblicher Weise das schén krystallisierende Eisensalz gewonnen 
und dieses fiir die Kinfiihrung von Acetyl beniitzt. Je 1 g Hisen- 
salz wurden mit 50 ccm Essigsiureanhydrid und 8 ccm Zinn- 
tetrachlorid in die Acetylverbindung iibergefiihrt. Im ganzen 
wurden 2,3 g wie folgt verarbeitet. Mit HKisessig—Bromwasser- 
stoff wurde wie iblich enteisent und das Porphyringemisch mit 
Wasser gefillt, die freie Mineralsiure mit NH, abgestumpft. Die 
gefillten Porphyrine wurden abgesaugt, getrocknet und sodann 
mit methylalkoholischer HCl verestert. Die Ester wurden nun 
in Ather zur Lésung gebracht und durch Ausschiitteln der Athe- 
rischen Lésung mit Salzsiuren verschiedener Konzentration in 
zwei Fraktionen getrennt. Mit 2—3°/, iger HCl wurde nicht 
acetyliertes Porphyrin (Mesoporphyrin), mit 6—71°/, iger HCl so- 
dann die acetylierten Porphyrine extrahiert. Im Restiather ver- 
blieben relativ geringe Mengen schwach basischer Farbstoffe, die 
nicht untersucht wurden, neben anderen Verunreinigungen. In 
bekannter Weise wurde das Gemisch der acetylierten Porphyrine 
in Ather iibergefithrt und diese Lisung (nach Entfernung der 
nicht veresterten Porphyrine durch Ausschiitteln mit verdiinnter 


1) Bei diesen Versuchen war Herr Alfred Dorken beteiligt. 
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NaOH) in einem Kolben 48 Stunden stehen gelassen. Nach dieser 
Zeit hatten sich an der Glaswand schén ausgebildete Krystall- 
blittchen abgeschieden. Die iiberstehende itherische Lésung 
wurde abgegossen und der auskrystallisierende Ester mehrmals 
aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 240°; der 
Mischschmelzpunkt mit Diacetyl-deuteroporphyrin-dimethylester 
ergab keine Depression, die Analyse desselben gab auf die Theorie 
des Diacetyl-deuteroesters stimmende Werte. 

5,267 mg Substanz gaben 13,400 mg CO, und 3,00 mg H,0. 

C,,H,,0,N, Ber. C 69,42°/, H 6,16°, 
Gef. ,, 69,39 _ er . 

Aus dem Restither krystallisierte nach Kinengen auf ein 
Drittel des urspriinglichen Volumens noch eine kleine Menge 
Porphyrinester, dessen Schmelzpunkt bei 242° lag und dessen 
Mischschmelzpunkt mit Diacetyl-deuteroester keine Depression 
gab. Nach mehrmaligem starkem Hinengen schieden sich aus 
der itherischen Lésung gut krystallisierte Aggregate ab, die zur 
Analyse nochmals aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert 
wurden und Werte ergaben, die auf die Theorie eines Monoacetyl- 
mono - athyl - tetramethyl! - porphin - dipropionsiure - dimethylesters 
stimmen. 


4,937 mg Substanz gaben 12,780 mg CO, und 2,970 mg H,0O. 
4,648 mg . me 0,387 ccm N (18°, 721 mm). 
O,,H ON, Ber. C 171,02°/, H 6,62°/, N 9,21°/, 
Gef. ,, 70,62 » 6,72 9 9526 








262 


Schicksal des Cholins im Organismus. 
Von 


Irvine H. Page und Erich Schmidt. 
Mit 3 Figuren im Text und auf Tafel V. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
[Kaiser-Wilhelm-Institut} Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1930.) 


Die Werte, die sich fiir freies Cholin im Organismus in der 
Literatur vorfinden, bewegen sich in sehr weiten Grenzen. So 
geben Guggenheim und Léffler’) fiir Serum 0,002 bis 0,02 g 
fir Harn 0,002—0,01 pro Liter, Hunt?) fiir Serum 0,002—0,01 g, 
fiir Cerebrospinalflissigkeit 0,0003—0,001 g pro Liter an. Klee’) 
gibt. fiir Harn Werte an, die sich von 5,2—18 mg pro Liter be- 
wegen, bei anstrengender kérperlicher Tatigkeit wurden sogar 
Werte von 50 mg pro Liter gefunden. Eine ausfihrliche Erérterung 
der sich vielfach widersprechenden Literatur iiber das sonstige 
Vorkommen des Cholins, z. B. bei Epilepsie, wiirde hier zuweit 
fiihren. Wir verweisen auf die Zusammenfassung in Guggen- 
heim: ,,Die biogenen Amine.“*) 

Subkutan oder intravinés injiziertes Cholin soll nun an diesen 
Werten nichts andern, das heiBt, das Cholin verschwindet, ohne daB 
es im Harn ausgeschieden wird, aus dem Biut. Ellinger®) Hunt 
und Guggenheim haben dies sichergestellt; so gibt Hunt an, 
daB z. B. 10 mg Cholinchlorhydrat, einer 2000 g schweren Katze 
intravinés injiziert, schon nach 10 Minuten auch im Blut nicht 
mehr aufzufinden sind. Welche Verinderungen das Cholin er- 
litten hatte und welches Organ hierfiir in Frage kommt, konnte 
nicht ermittelt werden. Guggenheim hat in Durchstrémungs- 
versuchen an der Leber gezeigt, daB das Cholin sie unverindert 
passiert und Klee zeigte, daB Cholin bei Rectaleingabe teilweise 
unveriindert im Harn erscheint. Eine Steigerung des Cholin- 
gehaltes konnten Shanks®) und Maxim’) nach Entfernung der 
Schilddriise feststellen. 
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Hunt hat in einigen seiner Versuche geglaubt, im Serum ein 
cholinzerstérendes Ferment aufgefunden zu haben, da es ihm nicht 
gelungen war, zugesetztes Cholin bei der Aufarbeitung wieder 
zuriickzugewinnen. Cholin, dem Harn oder Muskelbrei zugefiigt 
worden war, konnte wieder quantitativ zuriickerhalten werden. Zwei 
weitere Versuche mit Serum und Cholinzusatz widersprachen seinem 
ersten Befund, und Hunt glaubt diesen durch fehlerhafte Technik 
erklaren zu kénnen. Leider gibt Hunt in seiner Arbeit weder 
die Zeit an, die das Serum zur Einwirkung auf das Cholin hatte, 
noch die Temperatur auf der er das Gemisch hielt. 

Dies alles veranlaBte uns, uns nochmals mit dem Cholinproblem 
zu befassen. Als Wichtigstes erschien uns eine Uberpriifung der 
angewandten Bestimmungsmethoden. Bei den kleinen zu unter- 
suchenden Mengen kam nur die biologische Priifungsmethode mit 
Acetylcholin in Betracht. Eine chemische Methode wird durch 
die Abtrennung des Cholins von den iibrigen stickstoffhaltigen 
K6rpern zu verlustreich sein, um als quantitativ angesehen werden 
zu kénnen. Aus diesem Grunde diirfte auch die neuerdings von 
Roman) aus der Stanekschen Methode entwickelte Mikromethode 
an biologischen Objekten versagen. 

Die biologische Methede selbst ist, obwohl fiir die Be- 
stimmung sehr geringer Mengen an Cholin die einzige, mit vielen 
Mangeln versehen. Sie benutzt die starke Aktivitat des Acetylcholins, 
das entweder am Meerschweinchen- oder Kaninchendarm oder am 
Froschherzen ausgemessen wird. Mit ersterem wurde haupt- 
sichlich von Guggenheim und Le Heux’) mit letzterem von 
Hunt, Fiihner’) und Heesch!?!) gearbeitet. Es wird hier die- 
jenige Menge bestimmt, die am Darm eben keine Kontraktionen 
mehr hervorruft bzw. das Froschherz gerade zum diastolischen 
Stillstand bringt. Die dazu nétige Menge an Acetylcholin wird 
dann im Parallelversuch mit Acetylcholin bekannter Konzentration 
bestimmt. Der Hauptfehler dieser Methoden liegt in den Emp- 
findlichkeitsschwankungen des Darmes bzw. des Herzens wihrend 
der Versuche. Hunt gibt Differenzen von 10°/, als haufig an, 
Abderhalden und Paffrath?*) rechnen mit Fehlern von + 26°/,. 

Nach unseren eigenen Erfahrungen sind diese Grenzen zu tief 
angesetzt. Wir stellten oft sprunghaften Wechsel bis zu 5facher 
Empfindlichkeit fest. Stets vorhanden war ein langsamer Emp- 
findlichkeitsanstieg, der oft bis zu 2- und 3facher Empfindlichkeit 
fiihrte, wie auch schon Réckl%) festgestellt hatte. Um den hier- 
durch hervorgerufenen Fehler zu vermeiden, wandten wir nicht 
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die Grenzdosis der Erregbarkeit des Darmes als Kriterium an, 
sondern verglichen die verschiedenen Stirken der am Kymographion 
angezeigten Kontraktionen bei Zugabe verschiedener Untersuchungs- 
substanzen unmittelbar mit den Kontraktionen, die durch bekannte 
Standardlésungen hervorgerufen wurden. 


Methodisches. 


Die MeBapparatur ist in Fig. 1 abgebildet. (Sie ist eine Mo- 
difikation der von Burn und Dale'‘) angegebenen.) Im Thermo- 
staten befindet sich das MeBgefaB 4, mit unten mit einem Hahn 
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Fig. 1. 


versehenen Ableitungsrohr, das zur Pumpe fiihrt und so ein rasches 
Entfernen der Tyrodelésung erlaubt. Seitlich oben ist das MeB- 
gefiB mit einer Uberlaufbiirette B versehen, aus der die jeweilige 
Menge an Tyrodelésung abgemessen wird. Ihr Zulauf steht mit 
dem Vorratsgefi8 in Verbindung, indem die Lésung schon vor- 
gewirmt wird; sie passiert dann zur genaueren Temperatur- 
ausgleichung noch ein im Thermostaten befindliches spiralférmiges 
Glasrohr. 

Die Aufhingung des Darms erfolgt an 2 Platinspitzen, deren 
eine an dem Zuleitungsrohr fiir den Sauerstoff eingeschmolzen ist. 

Die Art der Schreibvorrichtung*) ist aus der Figur deutlich 


*) Sie stammt von Lovatt X£vans, London. 
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zu ersehen. C ist eine Feststellvorrichtung, die es erlaubt, wahrend 
des Fliissigkeitswechsels den Darm festzuhalten. 

Das EKinbringen der zu messenden Lésung geschah mittels 
einer Rekordspritze, Es ist dies der empfindlichste Handgriff 
der Methode, ein zu langsames ZuflieBenlassen ruft wohl infolge 
der verschiedenen Geschwindigkeit der Durchmischung einen wesent- 
lich anderen Ausschlag hervor, wie rasche Zugabe, Durch den durch- 
geleiteten Sauerstoff eine rasche Mischung hervorzurufen, ist nicht 
moglich, da der Strom hierbei so stark sein miiBte, daB auch im 
Ruhestand Zuckungen auftreten. Gibt man Wasser oder Tyrode- 
lésung auf diese Weise zu, so erfolgt nicht die geringste Kon- 
traktion, noch eine VergréBerung der Darmperistaltik ; der gemessene 
Ausschlag ist also sicher durch die Reizwirkung der zu unter- 
suchenden Substanz hervorgerufen. Als Gesamtmenge im Meb- 
gefaB wurden stets 10 ccm genommen. Nach jeder Messung wurde 
das Kymographion abgestellt, und der Darm 3 mal mit 10 ccm 
Tyrode je 1 Minute gespiilt. Vor der Messung lief das Kymo- 
graphion 20 Sekunden; nach Zugabe der zu untersuchenden bzw. 
der Standardlésung wird so lange gewartet, bis die Nadel ihren 
héchsten Punkt erreicht hat und dann bei festgestellter Arretierung 
sofort gespiilt. 

Als Darm verwandten wir Mausediinndirme, 1 cm vom Magen 
entfernt bis 1 cm vor dem Dickdarmansatz. Die einzelnen Teile 
zeigten oft verschiedene Empfindlichkeit, ohne jedoch darin eine 
GesetzmiBigkeit erkennen zu lassen. Aufbewahrt wurde der Darm 
in Tyrodelésung, die mit Mononatriumphosphat auf p,, 6,8—7 ge- 
puffert worden war. 

Ganz allgemein war der Empfindlichkeitsanstieg nach mehreren 
vorhergegangenen Messungen. Er betrug das 4-, ja sogar 5fache 
des Anfangsbetrags; man ersieht hieraus, wie wichtig es ist fort- 
laufend mit Standardlésung nachzupriifen und nicht nach einmaliger 
Einstellung die Messungen fortlaufend vorzunehmen. Die Anzah! 
der Messungen, die an einem Stiick gemacht werden kénnen, lassen 
sich nicht festlegen. Meist nimmt nach einem Maximum der 
Empfindlichkeit diese rasch ab, und die Differenzen in den Aus- 
schlaghéhen werden dann zu gering, um ausgemessen werden zu 
kénnen, oder sie fallen iiberhaupt weg. 

Als MeBbereich wurden stets die Verdiinnungen 1:10 Millionen 
bis 1:100 Millionen genommen. Reagierte der Darm in diesen 
Grenzen nicht, d. h. waren seine Ausschlige zu klein oder zeigte 
er Uberempfindlichkeit, so wurde ein neues Stiick genommen. 
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Vor dem Beginn der eigentlichen Messung wurde der Darm mit 
Standardlésung wechselnder Konzentration gepriift. Die Standard- 
lésungen selbst wurden aus stets frisch hergestelltem Acetylcholin 
bereitet und in 2 Verdiinnungen angesetzt, nimlich 0,0001 mg/ccm 
und 0,0005 mg/ccm. 

Die Ausschlige wurden mittels eines GlasmillimetermaBstabes 
ausgemessen und die Héhen an Hand der durch die bekannten 
Standardlésungen hervorgerufenen auf Cholin umgerechnet. Bei 
der Aufnahme wurde stets dafiir gesorgt, daB sich der Ausschlag 
zwischen zwei Standardausschlagen befand, die sich wenig iiber 
bzw. wenig unterhalb dem zu messenden befanden. Ein Beispiel 
ist in Fig. 2 auf Tafel V gegeben. Die Zahlen iiber der Kurve sind 
Standardlésungen in 3/,5 59) mg, die unter der Kurve sind Kubikzenti- 
. meter der zugegebenen zu untersuchenden Liésung. Die Messung 
wurde stets von der unteren Grenze des MeBbereiches angefangen, 
steigend bis zur oberen und zuriick. Es erwies sich dies als 
notwendig, da nach vorhergegangener schwacher Reizung der Aus- 
schlag etwas anders ausfillt, wie wenn man von der hoheren 
Konzentration kommt. Nimmt man beide Werte, so gleicht sich 
dies im Mittelwert aus. 

Eine Uberpriifung dieser Methode mit verschiedenen frisch 
hergestellten Standardlésungen zeigte, daB die einzelnen Werte 
zwar noch um + 20°/, schwanken, da es jedoch dadurch, daB 
man von einer Substanz nicht nur eine, sondern eine Reihe von 
Messungen macht, gelingt, einen Wert zu erhalten, dessen Genauig- 
wir mit + 10 — 15°/, festlegen zu kénnen glauben. 


Serum und Cholin. 


Die Werte, die fiir freies Cholin im Serum angegeben sind, 
zeigen, wie anfangs erwaihnt, starke Schwankungen. Wir wieder- 
holten die Untersuchungen und kénnen dies bestatigen. Die von 
uns aufgefundenen Werte bewegen sich (bei Hammel-, Kaninchen- 
und Menschenserum) zwischen 0,5 und 7 mg/Liter. Durchschnittlich 
ergibt sich ein Wert von 2—3 mg pro Liter. 

Die Aufarbeitung des Serums erfolgte nach einer Kombination 
der Methoden von Guggenheim und Hunt. 2ccm Serum wurden 
durch die 8fache Menge Alkohol enteiweibt, zentrifugiert, und 
die Lésung im Vakuum beinahe bis zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde 3mal mit Petrolither zur Entfernung der Fette 
extrahiert und dann im Vakuumexsiccator vollkommen zur Trockne 
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gebracht. Es wurde dann mit etwa 7 ccm absolutem Alkohol 
3 mal extrahiert und sofort.in ein schwer schmelzbares Reagenz- 
glas filtriert, in diesem im Vakuum zur Trockne verdampft und 
nochmals scharf getrocknet. Dann wurde 1 ccm Acetylchlorid 
hinzugegeben, zugeschmolzen und 3 Stunden auf dem Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Offnen wird das Acetylchlorid auf dem Wasser- 
bad weggenommen und dann iiber Natriumhydroxyd getrocknet. 
Hunt zieht es vor, nach dem EnteiweiBen schwach salzsauer zu 
machen. Wir haben dies unterlassen, da bei Kontrollmessungen 
mit Cholinchloridlésungen, die auf p,, 9 gebracht und genau wie 
Serum aufgearbeitet worden waren, 90--93°/, des Cholins wieder 
erhalten wurden. 

Wir wiederholten nun die Versuche von Hunt mit Zugabe 
von Cholinchlorid zu Serum, nachdem uns ein Vorversuch, indem 
wir bis zur Aufarbeitung 6 Stunden gewartet hatten, nur 50°/, 
der zugesetzten Menge zuriickgegeben hatte, bei wechselnden 
Konzentrationen und Zeiten bei 37°. 

Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Das zu den 
Versuchen 1, 2, 3 und 5 verwandte Serum war Hammelserum, 
Versuch 4 wurde mit Menschenserum und Versuch 6 mit Kaninchen- 
serum angestellt. Die Versuche zeigen alle mit Ausnahme von 
6 eine deutliche Abnahme, die nicht eintritt wenn das Serum 
vorher 1/, Stunde auf 56° erhitzt worden war (2b und 3b). Die 
hierbei eintretende Abnahme diirfte durch die Verluste bei der 
Aufarbeitung bedingt sein, denn auch in den anderen Versuchen 
sehen wir bei sofortiger Aufarbeitung eine Abnahme von derselben 
GréBenordnung (4 und 5), die jedoch bei liangerem Stehen sich 
um das 4—5 fache vermehrt, wihrend sie bei erhitztem Serum auch 
nach 7 Stunden sich noch in der Gré8enordnung des Anfangswertes 
befindet. In den Versuchen 1—8 sind die Leerwerte abgezogen, 
spaiter haben wir diese nicht mehr mitbestimmt, da es uns nur 
auf die Verschiebung der einzelnen Werte ankam und die Menge 
an freiem Cholin bei den angewandten Konzentrationen vernach- 
lissigt werden konnte. 

Der Cholinschwund steigt mit wachsender Konzentration an 
zugesetztem Cholin, wie Fig. 3 zeigt, in der die in 6 Stunden 
verbrauchte Menge aus Versuch 4 und 5 zusammengestellt ist. 
Kine Grenze im Zusatz ist dadurch gegeben, daB bei gréBeren 
Mengen die verschwindende Menge in mg zwar bedeutend, aber 
die prozentuale Abnahme zu gering ist, um deutlich auBerhalb 
der Fehlergrenze zu liegen. 
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Tabelle 1. 


Serum mit Cholinzusatz. 








Versuch 
Nr. 


1 
2 a) aktiv 
b) 1/," 56° 
3 a) aktiv 


b) 1" 56° 


Harn 





Zugesetztes 
Cholin 
in mg 

pro Liter 

= = 
25 
25 


10 
10 
10 
10 


50 


100 


100 


300 


1000 








Gef. 
Cholin 
in mg 
pro Liter 


Zeit bis 
zur Auf- 
arbeitung 
in Stdn. 


: 
| 
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14,6 
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bo 
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Anderung 
in */, 


Leerwert 
in mg 
pro Liter 
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—47 
— 66,4 
— 20 





2,6 
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Die Versuchsdauer wurde nicht iiber 7 Stunden ausgedehnt, 
da sich in Versuch 4 gezeigt hatte, daB bei 24 stiindigem Stehen 
das Serum Zersetzungserscheinungen zeigt, die zu einer Zunahme 
an freiem Cholin fiihren. 

Am Ende der Tabelle befindet sich ein Parallelversuch mit 
Cholinzusatz zu Harn, der keinen Abfall zeigt. 


400 r 


300} —" 





L i 





Verschwund. Cholin 
in mg/Liter in 6 » 


4 a 
500 1000 
Zugesetztes Cholin in mg/Liter. 


Fig. 3. 


100 200 300 


Leber und Cholin. 
(Mitbearbeitet von Fritz A. Lehmann) 


Wir hofften das beim Blut gefundene Phinomen des Cholin- 
schwundes am fermentreichsten Organ der Leber stiitzen zu kinnen. 
Die Leber war uns auch deshalb am aussichtsreichsten erschienen, 
da sie bei Cholinbestimmungen an Geweben stets den geringsten 
Gehalt an freiem Cholin aufwies. Die Versuche wurden alle mit 
Kaninchenleber angestellt. Die Herstellung des Trockenpulvers 
geschah nach der Vorschrift von Kraut. 

Von vornherein sei festgestellt, daB es uns weder mit Leber- 
siften noch mit Extrakten aus Trockenleber gelang, einen Cholin- 
abfall in derselben GesetzmiBigkeit wie beim Serum zu erreichen. 

Doch war es uns auch bei simtlichen Versuchen nie méglich, 
die gesamte Menge des zugesetzten Cholins (selbst bei sofortiger 
Aufarbeitung) zuriickzugewinnen. Wir fanden stets nur Bruchteile 
davon. Da8 der Verlust nicht durch ein Ferment. bedingt ist, 
ergibt sich daraus, daB bei Unterbrechung des Versuchs nach 1, 
3 oder 5 Stunden meist dieselben Werte gefunden wurden und 
daB Erhitzen auf 56° am Befund nichts inderte. 


Versuche mit PreBsaft. 


Tab. 2 gibt eine Zusammenfassung der mit Prefsaft an- 
gestellten Versuche. Die Aufarbeitung erfolgte wie vorn unter 
Blut angegeben. Der héchste zuriickgewonnene Wert ist in Ver- 
such 4a, dessen Werte jedoch iiberhaupt sehr schwanken, sonst 
zeigt sich tiberall dasselbe Bild, daB nur etwa 25°), des zugesetzten 
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Tabelle 2. 
LeberpreBsaft mit Cholinzusatz. 
Zugesetztes | Zeit bis ‘holi 
Versuch Yholin zur Auf- ae liga, Gefunden reas 
Nr. in mg arbeitung ete, in 9 In mg 
pro 10cem | in Stdn. | pro 10 ccm ¥ pro 10 ccm 

' 5 0 0,6 11 0,05 

3 0,6 11 i 

0 2,2 40 0,21 

2 5 1 1,6 28 0,22 
3 1,3 23 0,16 

0 0,8 10 0,3 

‘ 1/ 0,6 8 + 

2 ’ 

" ; 1 0,7 10 io 

3 0,7 10 0,2 

0 1,8 122 0,08 

a) 1 8), 0,5 42 one 

4 3 0,7 62 -- 
0 9,1 45 0,08 

b) 20 JP 10 51 ae 

3 6,8 34 _ 

0 2,2 88 0,3 

i 5 1/, 2,3 40 ioe 

3 2,1 36 — 

0 1 10 0,5 

a) 5 1 1,3 16 ones 

3 1,5 21 0,4 

0 1,2 18 0,3 

6b) § 1 — oo om 

8 2 34 —_ 

0 1,1 12 0,5 

¢) , 8 1'8 28 rl 
0 46 91 0,05 

1 3,4 67 — 

Muskel 5 5 3.6 11 ee 
5 3.5 69 0,03 

















Cholins wieder aufgefunden werden. Am klarsten ergibt sich das 
aus Versuch 6. 6a war mit rohem PreBsaft, 6b mit PreBsaft, der 
eine Stunde auf 36° erhitzt worden war, und 6c mit stark ver- 
diinntem PreBsaft ausgefiihrt worden. Bei 6b und 6c erfolgte 
Ausflocken, es wurde nochmals abzentrifugiert und 6c im Hoch- 
vakuum wieder auf 10 ccm eingedampft. Trotz dieser verschiedenen 
Reinigungsmethoden ist die GréBenordnung der zuriickgewonnenen 
Cholinmengen sich sehr gleich. Dies widerspricht also auch der 
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Annahme, da8 das Ergebnis durch eine Adsorption von Cholin 
hervorgerufen wird. 

Am Ende der Tabelle ist ein Versuch mit MuskelpreBsaft an- 
gegeben. Wir finden hier, wie Hunt, das zugesetzte Cholin wenigstens 
anfanglich quantitativ wieder. Ob die dann gefundenen, etwas nie- 
deren Werte durch die Aufarbeitung verschuldet sind oder ob ein 
Cholinschwund eintritt, haben wir nicht weiter untersucht, da uns 
hauptsdchlich daran gelegen war, zu zeigen, daB Cholin Muskelpreb- 
saft zugesetzt (bei sofortiger Aufarbeitung) wieder zuriickgewonnen 
werden kann. 


Versuche mit Lebertrockenpulver. 
Die Ergebnisse und Extraktionsflissigkeiten sind in Tab. 3 














enthalten. 
Tabelle 3. 
Leberextrakte mit Cholinzusatz. 
Zuges. | Zeit bis| Ge: ‘6 
Versuch | Extraktions- iene sur Auf- a Pave eee 
ot 08 ° : beitun olin Jnolin seerwert 
Nr. fliissigkeit | ee tee TF 10 — 
pro 10cem] in Stdn, |'2'Y CC, In |, 
0 2,3 46 om 
1 n/40-NH, 1 2,1 42 - 
gab py = 7,6 3 1,7 34 
6 2,2 44 . 
0 6.9 35 — 
. n/40-NH, - 1 8,6 43 
gab py = 7,8 3 11,2 56 
6 8 40 — 
0 1,2 24 
a) n/40-NH, 5 1 1 20 = 
3 1,5 30 “ 
3 
0 0,9 18 at 
b) n/40-NH, 5 1 1,4 28 we 
8 1,7 34 - 
0 2,9 57 0,03 
m n/40-HCl P 1 1,8 85 il 
gab py, =2 3 0,9 17 — 
i) 0,9 17 U,03 
4 
0 3,3 65 0,05 
Y 4 1 2,7 53 — 
b) n/40-NaOH 5 3 3'0 59 o. 
4) 2,8 55 0,04 
0 1,8 35 0,04 
, n/1-NaH,PO, 5 1 2,3 45 -- 
gab py =5 3 2,3 45 on 
5 1,7 33 
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Die Versuche entsprechen ganz den mit PreBsaft angestellten. 
Auch hier finden wir stets zu wenig Cholin und die Werte bleiben 
wihrend der Versuchsdauer konstant. Versuch 3b wurde mit 
einem Extrakt ausgefiihrt, der eine Stunde auf 56° erhitzt worden 
war. Die vom Auskoagulierten abzentrifugierte Fliissigkeit war 
vollkommen klar und ergab dennoch dieselben Werte wie Ver- 
such 3a, der mit unverandertem Extrakt angesetzt worden war. 
Versuch 4a wurde nicht wiederholt, da seine Bedingungen zu sehr 
vom biologisch Méglichen abweichen. 

Die Leerwerte wurden meist nicht bestimmt und sind sehr 
gering, da der gréBte Teil des freien Cholins beim Herstellen des 
Trockenpulvers in die waiBrige Lésung iibergegangen sein diirfte. 


Zusammenfassung. 

1. Der Cholingehalt von Serum wird zu durchschnittlich 
3 mg pro Liter bestimmt, doch zeigen die einzelnen Sera stark 
abweichende Werte. 

2. Bei Zusatz von Cholin zu aktivem Serum erfolgt eine Ab- 
nahme des Cholins. Diese ist abhingig von den Konzentrations- 
verhiltnissen und der Zeit der Einwirkung. Bei vorher auf 56° 
erhitztem Serum konnte diese Abnahme nicht festgestellt werden. 

3. Bei Zusatz von Cholin zu LeberpreBsaft oder zu Extrakten, 
die aus Lebertrockenpulver hergestellt worden waren, konnte das 
Cholin nie quantitativ zuriickgewonnen werden, ohne daB eine 
Fermentwirkung fiir das Verschwinden in Frage kame. 


Wir erlauben uns auch an dieser Stelle Herrn Dr. Dale, 
Medical Research Council, London, fiir seine Ratschlige zur 
Methodik unseren besten Dank auszusprechen. 
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